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Depuis quelques années, le rôle des PPARs dans le développement de l’athérosclérose a été
bien documenté et décrit, mais il existe toujours une controverse  quant à leur rôle protecteur
ou pro-inflammatoire au sein des lésions.  Il semble que leurs effets soient dépendants du
contexte environnemental et du type cellulaire impliqués.  Dans ce travail, nous avons voulu
mettre en évidence un effet potentiellement anti-inflammatoire des PPARs au sein de
macrophages stimulés avec du LPS, composant  pro-inflammatoire de la paroi des bactéries
Gram négatives.
Dans un premier temps, nous avons étudié les effets d’agonistes des PPARs (rosiglitazone,
GW501516 et 15d-PGJ2) sur la réponse inflammatoire de macrophages humains THP-1
induite par le LPS, et ce par la technique de PCR en temps réel.  Si nous voyons un effet
typique du LPS dans la réponse des cellules (surexpression de cytokines pro-inflammatoires
comme l’IL1ß, le TNFα ou l’IL6, de la chémokine MCP-1 ou encore d’enzymes comme la
COX-2 et la MnSOD2), l’effet des agonistes semble moins tranché.  En effet, seuls les gènes
encodant le MCP-1, l’IGFBP-3 et le TNFα voient leur expression transcriptionnelle diminuer
en présence de la rosiglitazone.  La rosiglitazone inhibe  également l’activation du facteur de
transcription AP-1.  En ce qui concerne la 15d-PGJ2, les effets anti-inflammatoires observés
sont plus tranchés, mais  comme déjà rapporté dans la littérature, ils peuvent être
indépendants de l’activation des PPARs.
Dans un second temps, nous avons étudié les profils d’expression génique de macrophages
murins stimulés avec du LPS en présence ou non d’agonistes des PPARs, par l’utilisation
d’un damier à ADN développé au sein du laboratoire (l’Adipo-Athéro-chip).  Bien que les
résultats soient préliminaires (seules deux hybridations indépendantes ont été réalisées), nous
pensons que le damier représente un outil prometteur dans l’étude des effets modulatoires de
la réponse inflammatoire des macrophages par les agonistes des PPARs.  Il constitue
également un outil de choix pour comparer au niveau de l’expression génique des cellules
spumeuses et pré-adipocytaires qui accumulent toutes  deux les lipides intracellulaires..
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I. Rôle des Monocytes-Macrophages dans
l’athérosclérose
I A. Introduction
L’athérosclérose, maladie cardiovasculaire responsable d’environ 50 % des décès aux Etats-
Unis, en Europe et au Japon (Ross, 1993), est de nos jours la principale cause des accidents
cardiovasculaires et cérébraux vasculaires, des attaques cardiaques, de la gangrène au niveau
des extrémités des membres et des complications comme les ruptures d’anévrisme, entre
autres.  Cette pathologie est un cas particulier de l’artériosclérose, terme générique désignant
un épaississement de l’intima artérielle, un amincissement fibreux de la média, entraînant un
durcissement des artères, ainsi qu’une perte de l’élasticité des parois artérielles.
Contrairement à l’artériosclérose qui touche aussi les artères de petit calibre et les artérioles,
l’athérosclérose, qui est une maladie dégénérative du tissu conjonctif, n’atteint que les artères
de grand et moyen calibre (aorte, artères coronaire et cérébrale et artères des membres
supérieurs et inférieurs).
Trois composants cellulaires de la circulation, - les monocytes, les plaquettes et les
lymphocytes T avec deux composants cellulaires des parois artérielles - les cellules
endothéliales et les cellules musculaires lisses - interagissent de concert avec les lipoprotéines
de faible densité (LDL) pour générer des lésions athérosclérotiques (Osterud et al., 2003).
Les LDL (Low Density Lipoprotein) sont des lipoprotéines véhiculant le cholestérol
endogène du foie vers les différents tissus via le sang.  Une fois oxydées dans la paroi des
vaisseaux sanguins, les LDL oxydées (ox-LDL) exercent une multitude d’effets pro-
athérogènes, en stimulant entre autres la production de molécules pro-inflammatoires par les
cellules endothéliales.  D’autre part, les ox-LDL sont internalisées par les macrophages via les
récepteurs aux ox-LDL, ce qui entraîne la formation des cellules spumeuses.  Les LDL
oxydées peuvent aussi être reconnues par les cellules musculaires lisses (CML) et favoriser
leur prolifération, donnant ainsi lieu à une croissance de macrophages et de CML dans la
paroi des vaisseaux sanguins.
Les lipoprotéines oxydées, captées par les macrophages, agissent de plusieurs façons sur la
formation des lésions.  Elles interviennent dans la formation des cellules spumeuses et
exercent un effet chémotactique positif sur les monocytes du sang périphérique, mais inhibent
la mobilité des macrophages activés, favorisant ainsi l’afflux et la rétention de macrophages
dans les lésions.
La formation d’une lésion athérosclérotique se déroule en trois étapes majeures selon
l’hypothèse de Ross (1995) (Figure I 1) :
• la formation des stries lipidiques qui se caractérisent par une accumulation
de macrophages riches en lipides et de lymphocytes T à l’intérieur de
l’intima (Ross, 1993).
• l’apparition des lésions intermédiaires (ou fibro-lipidiques) suivant les stries
lipidiques, qui sont composées de la superposition de macrophages, de
lymphocytes T et de cellules musculaires lisses.
• la formation de la plaque fibreuse, dernière étape de la lésion avancée de
l’athérosclérose.  Elle est caractérisée par un dense capuchon de tissu
conjonctif qui contient des cellules musculaires lisses, des macrophages, des
lymphocytes, des cellules spumeuses et du tissu conjonctif dense.  Le cœur
nécrotique contient des débris cellulaires, des cristaux de cholestérol et des
cellules spumeuses.
Les monocytes et les macrophages, qui nous intéressent dans le cadre de ce mémoire, jouent
donc un rôle central dans les mécanismes précoces de l’athérogenèse.  Nous allons décrire
plus en détail ce rôle dans les paragraphes suivants.
I B. Rôle des Monocytes
Les monocytes jouent un rôle central dans de nombreuses conditions physio-pathologiques,
particulièrement lorsque la progression de la maladie tend à augmenter les réactions
inflammatoires, par exemple dans les maladies telles que l’arthrite rhumatoïde,
l’athérosclérose, le psoriasis, l’asthme et les maladies infectieuses intestinales.  Le potentiel
pro-inflammatoire des monocytes est déclenché par la différenciation en macrophages,
l’activation et donc la sécrétion des produits de l’activation, les cytokines pro-inflammatoires,
produites aussi par les cellules endothéliales activées et les macrophages.
L’activation des monocytes passe tout d’abord par l’activation de l’endothélium : celui-ci, une
fois activé par les mm-LDL (minimally oxydized LDL) va produire une série de molécules
pro-inflammatoires, comprenant les molécules d’adhérence à la surface, des molécules
chémotactiques comme le MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1), et des facteurs de
croissance comme le M-CSF (Macrophage Colony-Stimulating Factor).  Les monocytes, une
fois activés par les molécules pro-inflammatoires produites par les cellules endothéliales, vont
entamer le processus de migration à travers l’endothélium (Lusis, 2000).
Le recrutement des monocytes est un événement primordial dans l’athérogenèse.  Cette étape
se déroule en plusieurs phases (Figure I 2).  Elle est régulée par les molécules d’adhérence
cellulaire qui sont exprimées en surface des cellules endothéliales en réponse à des stimuli
pro- inflammatoires.
La première phase du recrutement est l’activation et l’attraction des monocytes par les
cellules endothéliales exprimant des molécules d’adhérence en surface.  Cette première étape
est assurée par des cytokines chémotactiques (chémokines) sécrétées par les cellules
endothéliales activées.  Classées en fonction du nombre et de l’espace entre les cystéines de la
région amino-terminale (Osterud et al., 2003), les chémokines se divisent en plusieurs sous-
classes (C : 1 cystéine, CC : 2 cystéines, CXC : 2 cystéines séparées par 1 acide aminé,
CX3C : 2 cystéines séparées par 3 acides aminés).  Il existe un récepteur respectivement pour
les C et les CX3C-chémokines, 9 pour les CC-chémokines et 5 pour les CXC-chémokines
(Figure I 3).  Les différents récepteurs peuvent avoir plusieurs ligands et inversément, une
chémokine peut être reconnue par plusieurs récepteurs.  Le MCP-1 est la chémokine
principale jouant un rôle dans l’attraction des monocytes dans l’athérosclérose (Osterud et al.,
2003).  Elle fait partie de la sous-classe des CC-chémokines et son récepteur CCR2 reconnaît
MCP-1, 2, 3 et 4.
Durant la seconde phase, nommée le « rolling », le monocyte roule sur l’endothélium et est
ralenti par des interactions médiées par les sélectines : les L-sélectines, les P-sélectines et les
E-sélectines.  Les sélectines sont des molécules d’adhérence intercellulaires présentes sur
deux types cellulaires.  Les cellules endothéliales expriment les E- et les P-sélectines, alors
que les leucocytes expriment les L-sélectines (Whelan,1996).
La L-sélectine, exprimée de manière constitutive par les leucocytes, lie 3 ligands exprimés au
niveau des cellules endothéliales : Mad Cam-1 (Mucosal-vascular-addressin Cell Adhesion
Molecule-1), Gly Cam-1 (Glycosylation-dependent Cell Adhesion Molecule) et la
Sialomucine (ou CD34).
La E-sélectine reconnaît un motif Sialyl-Lewis X porté par une glycoprotéine monomérique
des leucocytes : ESL-1 (E-selectin ligand).  La E-sélectine est exprimée dans les cellules
endothéliales activées.
La P-sélectine est stockée au niveau des corps de Weiber-Pallade lorsque la cellule
endothéliale est au repos.  Une fois la cellule activée, la P-sélectine est exprimée en surface
cellulaire grâce à l’exocytose du corps de Weiber-Pallade.  La P-sélectine est reconnue par un
motif PSGL-1 (P-Selectin Glycoprotein Ligand 1) et peut aussi être reconnue par le ligand
ESL qui lie les E-sélectines (Whelan, 1996) (Figure I 4).
La troisième phase, le « triggering » permet l’adhésion ferme des monocytes à l’endothélium
via l’interaction des intégrines leucocytaires avec des CAM endothéliales (Cell Adhesion
Molecule).  Les intégrines sont composées de deux chaînes α  et β  qui lient soit des
constituants de la MEC (Matrice extra-cellulaire), des protéines du plasma (vitronectine,
fibrinogène) ou des contre-récepteurs de type CAM : Mad CAM-1, ICAM-1 (induite dans un
contexte inflammatoire), VCAM-1.  L’activation des intégrines résulte de l’activation
cellulaire qui suit la liaison des sélectines à leurs ligands (Prost et al., 2000).
La diapédèse est le processus de migration proprement dit du monocyte à travers
l’endothélium.  Cette étape de transmigration à travers l’endothélium est assurée entre autres
par l’interaction entre des molécules d’adhérence appelées PECAM (Platelet Endothelial Cell
Adhesion Molecule) qui sont exprimées sur les monocytes et les cellules endothéliales
(Dunon, 1996).
Une fois la barrière endothéliale traversée, le monocyte subit une étape de différenciation en
macrophages par l’action du M-CSF qui active aussi la prolifération des macrophages (Glass
et al., 2001).
La dispersion des monocytes à travers l’organisme semble se faire au hasard et la distribution
des macrophages résidants est modelée selon leur micro-environnement.  Cette dispersion est
homogène mais, lors d’une infection ou d’un traumatisme, il y aura un recrutement local de
monocytes et ce, suite à l’augmentation de l’expression d’adhésines à la surface des cellules
endothéliales des vaisseaux qui faciliteront l’attachement des monocytes (Auger et al., 1992).
Lorsque les monocytes périphériques migrent du compartiment vasculaire vers le
compartiment extra-vasculaire, un processus entraînant la maturation de ces cellules en
macrophages est lancé.  Le processus de différenciation rend les cellules prêtes pour une
participation active dans l’inflammation et la réponse immunitaire.  Il a été démontré que ce
processus dépend de nombreux facteurs de transcription, et un rôle particulier pour NF-κB
(décrit au point II A 2.3) a été suggéré étant donné son accumulation dans le cytoplasme des
cellules différenciées en macrophages (Osterud et al., 2003).  Le facteur PPARγ joue quant à
lui un rôle actif dans l’homéostasie lipidique des macrophages (Ricote et al., 2004) comme
nous le verrons au paragraphe II B.
IC Rôle des Macrophages
Selon leur localisation tissulaire, les macrophages ont différents noms et morphologies.  On
en retrouve dans le foie (cellules de Kupffer), dans la rate et les différents tissus lymphoïdes,
dans les poumons (macrophages alvéolaires), dans les os et les tissus conjonctifs (ostéoclastes
et chondroclastes), dans la moëlle osseuse, dans les cavités séreuses, dans la peau, dans les
tractus urogénital et gastro-intestinal et même dans le système nerveux central (microglies)
(Bosque et al., 1997).
Les macrophages sont présents dans toutes les étapes de l’athérogenèse.  Leur rôle est d’agir
non seulement comme une cellule présentatrice d’antigène aux lymphocytes T, mais aussi
comme une source de facteurs de croissances, de cytokines et de protéines pro-coagulantes
comme le TF (Tissue Factor) (Duez et al., 2001).  Le macrophage est donc le principal
médiateur inflammatoire dans le micro-environnement de la plaque athéromateuse (Ross,
1993) et il est la principale source de cellules spumeuses qui jouent un rôle très important
dans la formation de la plaque athéromateuse.
Les cellules spumeuses sont issues de l’accumulation lipidique dans des cellules de lignée
monocytaire, mais aussi de lignée myocytaire se trouvant dans l’intima artérielle (Naito et al.,
1997).  Ces cellules deviennent envahissantes à cause de leur trop grande accumulation et
perturbent ainsi l’intégrité de la paroi du vaisseau sanguin.  Une accumulation de cellules
spumeuses et de cellules nécrosées entraîne la formation de cristaux de cholestérol eux-
mêmes responsables d’une réaction inflammatoire (Figure I 5).
II. Mécanismes moléculaires de l’activation des
monocytes-macrophages
II A. Modèle pro-inflammatoire : stimulation avec le LPS
Le lipopolysaccharide (LPS) est connu pour induire une réponse inflammatoire chez les
monocytes-macrophages, les cellules endothéliales et dans d’autres types cellulaires
(Dunzendorfer et al., 2004).  Les monocytes et les macrophages sont extrêmement sensibles
au LPS et y répondent en sécrétant de nombreuses cytokines pro-inflammatoires (Ronni et al.,
2003).
Les points suivants reprennent la description générale du LPS et des voies de transduction du
signal activées par celui-ci.
1. Description du LPS
Le lipopolysaccharide ou endotoxine bactérienne est une molécule complexe de poids
moléculaire de plus de 10.000 Dalton qui varie largement en composition à la fois entre - et -
dans les groupes de bactéries Gram négatives, dont il est le principal composant de la
membrane externe.  Bien que chimiquement différent des phospholipides, le LPS possède des
propriétés physico-chimiques suffisamment semblables pour pouvoir participer à la formation
d’une membrane.  Une extrémité hydrophobe de la molécule est insérée dans la membrane,
l’autre pôle est hydrophile et reste en surface.  La structure de cette molécule est formée de
trois parties, le lipide A, le core et la chaîne O (Figure I 6).
Le lipide A connu sous le nom de l’endotoxine bactérienne est la partie hydrophobe du LPS
servant d’ancrage membranaire ; il est constitué d’un dimère phosphorylé de glucosamine sur
lequel sont greffées plusieurs molécules d’acides gras saturés à 14 carbones.
Le core est une courte série de sucres attachés sur un des sucres aminés du lipide A.  Sa
structure est relativement constante parmi les bactéries Gram-négatives et comprend deux
sucres inhabituels : le KDO (2-keto-deoxyoctonoic acid) et l’heptose (Figure I 7).
La dernière partie, la chaîne O ou l’antigène O, généralement plus longue que le core, est
constituée d’unités tri-, tétra- ou pentasaccharidiques répétées de nombreuses fois (Kielian et
al., 1995).
Les chocs septiques causés par les bactéries Gram-négatives, représentent un problème
médical sérieux associé à un taux de mortalité élevé.  Aux Etats-Unis, approximativement
500.000 personnes souffrent de septicémies et 175.000 en meurent chaque année.  On a
estimé que 40 % des cas de septicémies sont originaires d’une infection aux bactéries Gram-
négatives (Kielian et al., 1995, Guha  et Mackman, 2001).
La stimulation au LPS des monocytes et des macrophages active de nombreuses voies de
transduction du signal, notamment les facteurs nucléaires NF-κB et AP-1 qui induisent
l’expression de nombreux gènes encodant des médiateurs de l’inflammation.
Le chapitre suivant traite des différentes voies de transduction du signal activées par le LPS.
2. Voies de transduction du signal activées par le LPS
2.1.  Le LPS et son récepteur le TLR4
Pour que le LPS puisse être reconnu par la cellule, celui-ci doit former un complexe avec une
protéine plasmatique de 60 kDa produite par le foie, connue sous le nom de LBP (LPS
Binding Protein) ainsi qu’avec la molécule CD14 (Kielian et al., 1995, Amura et al., 1998).
La molécule CD14, une glycoprotéine de 55 kDa, est un marqueur de différenciation exprimé
à la surface des monocytes et des macrophages.  Il est aussi ancré en membrane via une ancre
GPI (glycosyl-phosphatidyl-inositol).  Ce marqueur est aussi connu comme antigène de
surface pouvant être en membrane ou soluble.  Si le CD14 peut bien être considéré comme un
récepteur à haute affinité pour le LPS, favorisant l’activation des macrophages à des
concentrations en LPS très basses (de l’ordre du subnanogramme), il est clair qu’il n’est pas le
récepteur responsable de la signalisation induite par le LPS, étant donné son ancrage en
membrane via une ancre GPI.  C’est le récepteur TLR4, de la famille des « Toll Like
Receptors » qui s’avère être ce récepteur.  La reconnaissance du LPS par TLR4 nécessite une
molécule supplémentaire : la protéine MD-2 qui forme un complexe avec le domaine
extracellulaire de TLR4.  Elle permet une reconnaissance efficace du LPS par le TLR4 (Toll
Like Receptor 4) (Figure I 8).
Comme déjà mentionné, le récepteur TLR4 fait partie d’une famille de récepteurs connue
sous le nom de Toll Like Receptor (TLR) (Figure I 9) et composée de dix récepteurs (TLR1-
10).  Cette famille de récepteurs transmembranaires est caractérisée par un domaine
extracellulaire, contenant de nombreuses répétions riches en leucines ou LRR (Leucine Rich
Repeats),  qui serait impliqué dans la reconnaissance des pathogènes (comme le LPS), et d’un
domaine trans-membranaire simple se référant à un motif TIR (Toll/IL-1R/Resistance).  Le
motif TIR des TRL, comme son nom le suggère, présente une homologie avec le domaine de
type I du récepteur à l’IL-1 (IL-1R) (Zhang et al., 2001, Yamamoto et al., 2004).
2.2.  Voies de signalisation activées par le LPS (figure I 8)
a. Les kinases en amont de NF-κB
Le LPS va activer les facteurs MyD88, IRAK (IL-1 Receptor Associated Kinase) et TRAF6
(TNF-α Receptor Associated Factor-6).  Ce sont eux qui par l’intermédiaire des deux kinases
TAK1 (TGFβ Associated Kinase 1) et MEKK1 (Mitogen Activated Protein Kinase ERK
Kinase Kinase 1) et du complexe IKK, vont permettre la dégradation de IκBα (Guha et
Mackman, 2001).  Le complexe IKK (pour IκB-Kinase) est lui-même constitué de deux
kinases, IKK-α et IKK-β, et de la protéine NEMO (ou IKK-γ) qui structure l’ensemble.  La
dégradation d’IκB est initiée par la phosphorylation de deux résidus sérines (Ser 32 et Ser 36)
suivie par une poly-ubiquitinylation sur des résidus lysines permettant la dégradation d’IκB
par le protéasome 26S.  La libération du dimère NF-κB (en général p65-p50) induit
l’exposition d’un site NLS (Nuclear Localisation Site), qui permet ensuite la translocation du
dimère dans le noyau et la transcription des gènes cibles (figure I 8 et I 10) (Silvermann et al.,
2001).
Par ailleurs le domaine trans-activateur C-terminal de p65, peut être phosphorylé, ce qui
augmente son activité trans-activatrice.  En présence d’IL-1, cette phosphorylation est
favorisée par la voie PI3K (Phosphatidyl-Inositol-3 Kinase)- AKT.  La kinase impliquée
pourrait être la PKCξ, déjà identifiée dans la voie PI3K-AKT dans les monocytes humains
stimulés par le LPS.  La GSK-3β (Glycogen Synthase Kinase 3β), également en aval de la
voie PI3K-AKT pourrait également être impliquée (pour revue voir Guha et Mackman, 2001)
(figure I 8).
b. La voie des MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase)
Les cascades de MAPK sont composées de MAP Kinases (MAPK), MAPK Kinases
(MAPKK) et MAPKK Kinases (MAPKKK).
Les trois voies de MAPK activées par le LPS sont la voie des ERK (Extracellular signal-
Regulated Kinase), la voie des JNK (Jun N-terminal Kinase) et la voie de p38 (pour
revue voir Guha et Mackman, 2001).
La première voie d’activation est la cascade des Ras, c-raf (= MAPKKK), MEK1/2 (Mitogen
activated protein Kinase ERK Kinase) (=MAPKK) et ERK1/2.  Une fois la petite protéines G
Ras activée, ces différentes kinases sont activées à leur tour par phosphorylation et activent le
facteur de transcription Elk-SRF (Voir II A 2-C.C2).  Guha et al. (2001) ont démontré que
cette voie était impliquée dans l’expression induite du TF (Tissue Factor) et du TNF-α par des
cellules monocytaires activées au LPS.  L’utilisation de mutants dominants négatifs a
clairement démontré le rôle de Ras, Raf-1 et ERK1/ERK2.
La seconde voie activée est la voie des JNK.  Cette voie kinasique faisant intervenir trois
acteurs : MEKK1/4 (Mitogen activated protein Kinase ERK Kinase Kinase 1/4), puis
MKK4/7 et enfin JNK.  La JNK va phosphoryler différents facteurs de transcription tels que
Elk-SRF, c-Jun, ATF-2, ERK-1 et AP-1 (Voir II A-2.3).
La troisième voie activée est celle de p38, celle-ci fait intervenir PKR (Protein Kinase RNA-
Regulated), MKK3/6 (Mitogen activated protein Kinase Kinase 3/6) et p38.  A nouveau, cette
voie va permettre la phosphorylation de facteurs de transcription tels que CREB, AP-1 et Elk-
SRF.
2.3.  Facteurs de transcription activés par le LPS
a. NF-κB
Le facteur de transcription NF-κB (Nuclear Factor κB) a été initialement décrit comme
facteur de transcription nécessaire à la transcription de la chaîne légère κ  dans les
lymphocytes B de souris (Sen et al., 1986 et Barnes, 1997).  Ce facteur de transcription, tout
en régulant l’expression d’une multitude de gènes immunitaires et inflammatoires (tableau I
1), joue un rôle critique dans la défense de l’hôte contre les pathogènes et dans les maladies
chroniques inflammatoires.
Contrairement à la plupart des facteurs de transcription, en absence de stimulation, le facteur
de transcription NF-κB est séquestré dans le cytoplasme par des protéines répresseurs
nommées IκB (Inhibitory κB protein).  La stimulation de NF-κB se fait par une multitude de
molécules différentes incluant les cytokines inflammatoires, les chémokines, les molécules
d’adhérence cellulaire, les intermédiaires réactifs de l’oxygène et les microorganismes,
permettant classiquement la dégradation de l’inhibiteur IκB et donc la libération du complexe
dimérique NF-κB (Collins et al., 2001).  La dissociation d’IκB et de NF-κB permet
l’exposition du signal de localisation nucléaire (NLS) sur la protéine NF-κB, résultant en sa
rapide translocation dans le noyau, qui est suivie par sa fixation à sa séquence consensus 5’-
GGGRNNTYCC-3’ (R= G ou A, Y= C ou T, N = n’importe quel nucléotide), située dans le
promoteur des gènes cibles (De Martin et al., 2000).
Le complexe NF-κB se présente sous forme d’un hétérodimère associant différentes protéines
de la famille Rel/NF-κB (Siebenlist et al., 1994).  Les protéines de cette famille partagent une
région de 300 acides aminés formant deux domaines « immunoglobin-like » connus sous le
nom de « Rel Homology Domain » (RHD).  Les RHD jouent un rôle dans la dimérisation, la
translocation nucléaire, la liaison à l’ADN et l’interaction avec les inhibiteurs de NF-κB
(Collins et al., 2001).  La famille des protéines Rel/NF-κB est composée de deux groupes de
protéines présentant des différences au point de vue structural et fonctionnel (Siebenlist et al.,
1994 et Piret et al., 1996).
Le premier groupe (classe 1) se compose des protéines p50 (NF-κB1) et p52 (NF-κB2)
formées respectivement à partir des protéines p100 et p105 et Relish.  Le second groupe
(classe 2) se compose des protéines p65 (RelA), c-Rel, RelB, v-Rel (Wardle, 2001), ainsi que
des protéines drosophiliennes Dorsal et Dif (Rothwarf et al., 1999) (Figure I 11).
Théoriquement, toutes les associations entre les différentes protéines de classe 1 et 2 sont
possibles.  Cependant certaines associations sont rares (RelA/RelA, RelA/Rel, Rel/Rel), voire
même inexistantes (RelB/RelB, RelB/Rel).  Le dimère le plus rencontré est composé des
sous-unités p50 et p65.
La famille d’IκB quant à elle, se compose des protéines IκBα, IκBβ, IκBε, IκBγ, Bcl-3, des
précurseurs de NF-κB1 (p105) et NF-κB2 (p100) ainsi que de la protéine drosophilienne
« Cactus » (Rothwarf et al., 1999) (Figure I 11).  Toutes les protéines de la famille d’IκB sont
caractérisées au niveau de leur structure par un domaine fortement conservé présentant un
nombre variable de motifs ankyrines (six à sept).  Ce domaine en forme d’hélice se lie au
RHD du dimère NF-κB et masque ainsi le NLS, ce qui empêche sa translocation nucléaire.
Le facteur NF-κB possède une multitude de gènes cibles dont IκBα , ce qui permet de
régénérer le pool cytoplasmique de son propre inhibiteur.  Ce système d’autorégulation
permet d’assurer que l’induction de NF-κB ne soit que transitoire et que la cellule activée
retourne bien dans son état de quiescence (Collins et al., 2001).
b. AP-1
Le facteur de transcription AP-1 (Activated Protein 1) est un dimère composé de 2 protéines
de la famille Fos et Jun (Ozanne et al., 2000).  Ce facteur de transcription peut être hétéro- ou
homo-dimérique (Jun/Fos, Jun/ATF1, Jun/ATF2, Jun/Jun), mais le dimère Fos/Fos est
inexistant (Neuberg et al., 1989).  Au repos, l’hétérodimère se trouve dans le noyau et ses
sites de liaison à l’ADN sont phosphorylés 3 fois par une kinase constitutive, la GSK3.  Ces
phosphorylations empêchent l’interaction entre le facteur de transcription chargé
négativement et l’ADN chargé de la même manière, il y a donc répulsion.
L’activation de AP-1 se déroule en deux étapes, la première réalisée par une phosphatase
inhibée par la GSK3 et activée par la PKC.  Elle clive les 3 phosphates situés sur chacune des
sous-unités de AP-1.  Cette déphosphorylation permet la liaison du dimère sur la séquence
consensus TRE (TPA Responsive Element) TGAGTCAG.
La seconde étape, réalisée par une MAPK consiste à phosphoryler 2 fois les domaines de
transactivation, ce qui permet ainsi l’activation du facteur de transcription et la transcription
des gènes cibles (Karin, 1995) (figure I 12).
c. Elk-1-SRF
Le facteur de transcription Elk-SRF (Serum Response  Factor) se lie au SRE (Serum
Response Element) situé dans le promoteur d’une variété de gènes comprenant entre autre c-
Fos, FosB et JunB.  La séquence consensus reconnue par le dimère SRF/Elk-1, une région
riche en A/T, est flanquée de part et d’autre d’un motif 5’-CCATATTAGG-3’ en répétition
inverse.  SRF peut-être activé par divers agents : le sérum, le LPA (Lysophosphatidic Acid),
l’anisomysine, le LPS et d’autres stimuli extracellulaires comme les antioxydants et les UV
(Ultraviolets) (Chai et Tarnawski, 2002).
d. CREB/ ATF-1
La famille des facteurs de transcription ATF/CREB représente un large groupe de protéines
appartenant à la famille des leucines Zippers (figure I 13), dont le facteur le plus connu est
CREB (cAMP Response Element Binding-protein).
Le facteur de transcription qui lie la séquence consensus CRE (cAMP Response Element) est
un hétérodimère composé des protéines CREB et ATF-1 (Activated Transcription Factor-1).
Une fois activé par le LPS, le facteur dimérise et se lie sur le site de liaison CRE qui contient
la séquence consensus 5’-TGACGTCA-3’ (Hai et al., 2001).
2.4.  Les gènes cibles activés par le LPS
Les gènes induits par les voies de signalisation activées par le LPS chez les monocytes-
macrophages sont des gènes ayant un rôle dans la réponse inflammatoire.  Ces gènes encodent
des médiateurs inflammatoires comme les cytokines et les chémokines, mais aussi pour des
facteurs de transcription, des inhibiteurs, des molécules d’adhérence et même des récepteurs
(Tableau I 2) (Guha et Mackman, 2001).  Parmi ces gènes, la plupart sont régulés par NF-κB
(Tabeaux I 1 et I 2).  Guha et al (2001) ont cependant montré que l’induction par le LPS du
gène Egr-1 était dépendant de la voie des ERK1/2 et du facteur transcriptionnel Elk-SRF.
Celui-ci induisant dans un deuxième temps, en association avec AP-1 et NF-κB, l’expression
du TF.
II B. Modulation de l’inflammation : les PPARs
Le LPS induit une réponse pro-inflammatoire via les différents facteurs de transcription
décrits ci-dessus.  Une autre famille de facteurs de transcription activés par des ligands, a
attiré notre attention, car les données récentes de la littérature lui attribuent un rôle modulateur
dans l’inflammation : il s’agit des Peroxysomes Proliferator Activated Receptors (ou PPAR)
(Delerive et al., 2001, Blanquart et al., 2003)
Les PPARs font partie de la superfamille des récepteurs nucléaires.  Ce sont des facteurs de
transcription qui régulent le métabolisme des lipides et des lipoprotéines, l’homéostasie du
glucose et l’inflammation.  Ils ont aussi un rôle dans l’adipogenèse (Welch et al., 2003 ;
Ricote et al., 2004), ainsi que dans la sensibilité au glucose (Francis et al., 2003).  Quant à
leur nom, il est purement historique, les PPARs (et plus particulièrement le PPARα), ont été
décrits en 1990, comme étant les médiateurs de la réponse aux agents induisant la
prolifération des peroxysomes chez les rongeurs, tels les fibrates.  Les PPARs n’induisent pas
la prolifération des peroxysomes chez l’homme.
1.  Structure
La famille des protéines PPARs est formée de trois isotypes issus de gènes différents mais
comportant cependant une structure fort semblable (Figure I 14) : PPARα, PPARδ/β et
PPARγ (Puddu et al., 2003).  Dans le cas de l’isotype γ, une distinction est réalisée entre les
isoformes γ1 et γ2 qui sont issus d’un épissage alternatif d’un même gène (Cock et al., 2004).
La différence entre le PPARγ1 et γ2 réside dans le nombre d’exons codant pour chacune des
isoformes, γ1 est encodé par 8 exons alors que γ2 est lui encodé par 6 exons.  Le PPARγ2
possède 28 acides aminés supplémentaires dans sa région amino-terminale (Cock et al.,
2004).
Différents sous-types de PPARs ont été identifiés chez plusieurs espèces de vertébrés : le
xénope, la souris, le rat, le hamster et l’homme.  Les gènes codant pour PPARα, δ/β et γ sont
localisés chez la souris respectivement sur les chromosomes 15, 17 et 6, et chez l’homme le
gène pour le sous-type α a été localisé sur la région chromosomique 22q12-22q13.1, pour le
sous-type γ sur la région chromosomique 3p25 et pour le sous-types β /δ sur la région
chromosomique 6p21.2-p21.1.  La position des introns dans les séquences codantes est
fortement conservée entre les trois isotypes, ce qui suggère que les gènes sont dérivés d’un
gène ancêtre commun (Lemberger et al., 1996).
Comme les autres membres de la superfamille des récepteurs nucléaires, les PPARs sont
organisés en cinq domaines fonctionnels distincts : la partie amino-terminale nommée le
domaine A/B, un domaine C qui lie l’ADN (DBD pour DNA Binding Domain), une région
charnière ou domaine D, un domaine E qui fixe les ligands (LBD pour Ligand Binding
Domain) et un domaine F (Blanquart et al., 2003) (Figure I 15).
Le domaine amino-terminal - domaine A/B - est faiblement conservé entre les trois isotypes
de PPARs.  Il possède une fonction d’activation (AF-1 pour Activation Function 1) ligand-
indépendante.  Il a été prouvé que son état de phosphorylation contribue à la modulation de
l’activité des PPAR α et γ.
Le domaine central de liaison à l’ADN - domaine C ou DBD - est hautement conservé, avec
ses deux structures en doigts de zinc et son hélice-α de liaison à l’ADN.
Le domaine D ou CTE (DBD Carboxy-Terminal Extension) représente une extension du
domaine C et une boucle connectant les domaines C et E.
Le domaine E est celui qui fixe les ligands, qui sert d’intermédiaire pour la transactivation
dépendante des ligands et qui fournit l’interface de dimérisation (Michalik et al., 1999).  Ce
domaine E comprend un autre domaine d’activation (AF-2), qui contrairement au premier
domaine d’activation ligand-dépendant (AF-1), est nécessaire pour l’hétérodimérisation avec
RXR qui sera développé au paragraphe II B.4.
En ce qui concerne le domaine F, aucune fonction ne lui a été découverte jusqu’à présent
(Blanquart et al., 2003).
2.  Localisation et distribution tissulaire des PPARs
Les distributions tissulaires et  niveaux d’expression sont très différents pour les trois isotypes
de PPAR (Chinetti et al., 2001).  Les récepteurs PPARα sont principalement exprimés dans
les tissus caractérisés par un taux élevé du métabolisme des acides gras, comme le foie, les
reins, le cœur et les muscles (Braissant et al., 1996).  Les PPARγ sont fortement exprimés
dans le tissu adipeux brun et blanc et les intestins, mais ils peuvent aussi être détectables dans
les glandes mammaires et dans un grand nombre d’autres tissus.  Plus particulièrement, les
PPARγ1 sont largement exprimés entre autres dans les macrophages, alors que les PPARγ2 ne
sont exprimés que dans le tissu adipeux.   D’autre part, ces deux isotypes se retrouvent aussi
dans certains types cellulaires et dans les parois des vaisseaux sanguins : les PPAR α et γ sont
présents dans les cellules endothéliales, dans les cellules musculaires lisses et dans les
monocytes-macrophages.  Quant aux PPAR δ/β, ceux-ci sont exprimés dans une vaste
étendue de tissus incluant le cœur, le tissu adipeux, le cerveau, les intestins, les muscles, les
poumons et les glandes adrénergiques (Chinetti et al., 2001).
3.  Ligands des PPARs
Les ligands des récepteurs PPARs recouvrent une large gamme de composés naturels ou
synthétiques illustrés à la figure I 16.
3.1. Ligands Naturels des PPARs
La majeure partie des ligands naturels des PPARs est produite par les voies de dégradation
des acides gras et des voies métaboliques liées aux éïcosanoïdes.
Les PPARs agissent comme des senseurs lipidiques, en fixant des ligands dérivés de
métabolismes intracellulaires fort divers aussi bien que des lipides issus du régime alimentaire
(Barish et al., 2004).  Les 3 isotypes de PPAR (α, β/δ, γ) lient les acides gras, mais avec des
affinités différentes (Michalick et al., 1999) (Tableau I 3 et Tableau I 4).
PPARα est non seulement le récepteur qui possède l’affinité la plus élevée pour les acides
gras, mais il est aussi celui des trois isotypes qui est le mieux caractérisé au niveau de la
spécificité des ligands.  Il a été démontré que PPARα manifeste une préférence pour les
acides gras à longues chaînes insaturées comme les acides linoléique, linolénique et
arachidonique à des concentrations comparables à celles retrouvées dans la circulation
sanguine.  Des dérivés de l’acide arachidonique tels que les médiateurs inflammatoires (le
leukotriène B4 (LTB4) et l’acide 8-S hydroxy-eicosatetraenoic (8-S-HETE)) ont aussi été
identifiés comme des ligands à forte affinité pour le PPARα (Michalick et al., 1999).
Dans le cas de PPARγ, celui-ci est activé par des acides gras insaturés et des métabolites de
l’acide arachidonique dérivés de la voie de la cycloxygénase, les acides 9 et 13
hydroxydécanoïques (HODE).  Le 15d-PGJ2 (15-déoxy-Δ12,14-prostaglandine J2), un
métabolite de la prostaglandine D2 (PGD2) (Figure I 17) (Takano et al., 2002) agit comme
ligand des PPARγ, avec une affinité variant de 325 nM à 250 nM.  Deux autres molécules
endogènes ont aussi été décrites comme des ligands de PPARγ : l’acide lysophosphatidique
(LPA) et l’acide 8-S hydroxyéïcosatétraénoïque (8-S-HETE) (Ziouzenkova et al., 2004).
Il a été récemment découvert qu’en plus d’une fonction de senseur aux lipides, le PPARβ/δ
serait également un senseur aux VLDL dans les macrophages (Barish, 2004).  Les ligands
naturels des PPARβ/δ ne sont par contre que très peu connus.  Des acides gras polyinsaturés
18:2, 18:3 et 20:4 (Michalick et al., 1999), ainsi que la prostacycline sont perçus comme
ligands putatifs pour les PPARβ/δ.  La prostacycline est produite par les cellules endothéliales
et les cellules musculaires lisses en réponse aux cytokines comme le TNFα (Puddu et al.,
2003).
3.2. Ligands Synthétiques des PPARs
Différents médicaments issus de la recherche pharmaceutique sont connus pour leur capacité
à lier et à activer les PPARs : les médicaments hypolipidémiants, certains anti-inflammatoires
et les molécules sensibilisantes à l’insuline (Puddu et al., 2003).
Les ligands synthétiques de l’isotype α des PPARs sont des molécules de la classe des
fibrates (comme le Fénofibrate, le Benzafibrate,...) - qui sont utilisées en thérapie comme
agents hypolipidémiants dans le traitement de l’hypercholestérolémie - et de la classe des
NSAIDs (Non Steroid Anti-Inflammatory Drugs) comprenant l’Indomethacine et l’Ibuprofen
(Puddu et al., 2003).
Les PPARγ possèdent de nombreux ligands synthétiques, dont les thiazolidinediones (TZD ou
Glitazones) qui forment une classe de molécules antidiabétiques comprenant entre autres la
troglitazone, la ciglitazone, la roziglitazone et la pioglitazone (Takano et al., 2002 et Vosper
et al., 2002).
Le L165041, un dérivé des acides phénoxyacétiques, a été reconnu comme le premier ligand
synthétique des PPARβ/δ (Michalick et al., 1999 et Puddu et al., 2003).  D’autres molécules
pharmacologiques, dont le GW501516 (Figure I 18), la carbaprostacycline, un analogue de la
prostacycline et le composé F sont des agonistes spécifiques du PPARβ/δ (Puddu et al., 2003
et Duval et al., 2002).
4.  Mécanismes d’action des PPARs
Les PPARs sont des facteurs de transcription ligand-dépendants.  Une fois activés par leur
ligand, ils hétérodimérisent avec le récepteur rétinoïque X (RXR) et activent la transcription
de gènes cibles comprenant un PPRE (PPAR Response Element) localisé dans leur région
régulatrice (Figure I 19).  Comme le récepteur est un dimère, deux répétitions de la séquence
consensus sont nécessaires pour constituer un PPRE fonctionnel (Lemberger et al., 1996).
L’orientation relative (répétitions directes, configurations palindromiques ou palindromiques
inversées) et l’espacement entre les deux séquences consensus ont aussi de l’importance.
Dans le cas des PPAR-RXR, la séquence préférentiellement reconnue est une répétition
directe de AGGTCA espacée d’une ou deux bases (Bishop-Bailey et al., 2003 et Delerive et
al., 2001).  Trois isotypes de RXR sont connus : α, β et γ (Brabender et al., 2004), chacun
dimérisant de manière spécifique avec un isotype de PPAR.  Les combinaisons les plus
efficaces sont pour PPARα avec les RXRα ou γ, pour PPARγ1 avec RXRα et le PPARγ2
peut dimériser avec les trois isotypes de RXR (Schachtrup et al., 2004).  La spécificité du
PPAR pour son PPRE est due à la reconnaissance de bases en amont de la séquence
consensus des PPARs.  Le PPRE du PPARα est caractérisé par une séquence consensus 5’-
C(C/G)(A/G)A(A/T)(C/T)-3’ (Neve et al., 2000).
5.  Rôle particulier des PPARs dans l’athérosclérose
Les effets des PPARs sont fort divers.  Ils peuvent jouer un rôle dans la vasoconstriction, dans
le recrutement des leucocytes, dans la formation des cellules spumeuses et dans le transport
du cholestérol, dans la réponse inflammatoire, mais aussi dans la formation et la stabilité de la
plaque fibreuse (Figure I 20).
5.1. PPARs et vasoconstriction
Dans l’athérosclérose, l’endothélium est affaibli, ce qui induit une augmentation de
l’adhérence des leucocytes. Une fois activées, les cellules endothéliales vont produire de
l’endothéline-1 (ET-1), qui provoque la constriction des cellules musculaires lisses et est donc
un puissant agent vasoconstricteur.
Les activateurs des PPARα et PPARγ répriment l’expression de la thrombine et de l’ET-1 en
interagissant négativement avec la voie d’AP-1 dans les cellules endothéliales ce qui est
plutôt favorable dans le contexte de l’athérosclérose (Marx , 2001) (figure I 21 et 22).
5.2. PPARs et équilibre anti-/ pro-thrombogène
L’équilibre anti-/-prothrombogène repose à la fois sur l’équilibre entre les voies pro- et anti-
coagulantes et sur la régulation de la fibrinolyse, régulée par la plasmine.
Les agonistes des PPARα et PPARγ répriment l’expression de la thrombine, agent causal
majeur de la coagulation, dans les cellules endothéliales.  Comme pour l’ET-1, cette
répression s’expliquerait par l’interaction négative entre les PPARs et le facteur AP-1 (Duez
et al., 2001).  Les agonistes de PPARα inhibent directement l’expression du TF (Tissue
Factor) chez les monocytes, ce qui constitue de nouveau un mécanisme anti-coagulant vu que
le TF active la voie extrinsèque de la coagulation.  Les données de la littérature suggèrent
également que les PPARα  et PPARγ pourraient moduler l’expression du PAI-1 (ou
Plasminogen Activators type-1).  Des taux élevés de PAI-1 sont associés à la thrombose et à
l’infarctus du myocarde.  Pour rappel, le PAI-1 empêche l’activation du plasminogène et
freine donc la fibrinolyse.  Chez les patients diabétiques (de type 2), la troglitazone, ligand de
PPARγ, réduit les taux plasmatiques de PAI-1.  Cette molécule, ainsi que la pioglitazone,
diminue également l’expression de PAI-1, chez des HUVEC (Human Umbilical Vein
Endothelial Cells) en culture.  Ces données suggèrent plutôt un effet bénéfique des PPARs.
Malheureusement, d’autres ligands, tels certains fibrates, induiraient l’expression du PAI-1.
Le rôle exact des PPARs dans la régulation du PAI-1 reste à établir.  Globalement, il semble
que les PPARs soient plutôt anti-thrombogènes (pour revue voir Duez et al., 2001 et Vosper
et al., 2002).
5.3. PPARs et recrutement des leucocytes
Le processus de formation de la plaque athérosclérotique implique le recrutement des
monocytes circulants, qui doivent d’abord adhérer à l’endothélium avant d’entrer dans
l’intima des vaisseaux sanguins où ils se différencient en macrophages.  L’activation des
PPARs semble jouer un rôle à différents niveaux lors de ces processus.  Le recrutement des
monocytes par les cellules endothéliales se fait, entre autres, grâce à la protéine MCP-1
(Monocyte Chemoattractant Protein-1) et son récepteur CCR2.
Des études ont montré que l’activation des PPARγ inhibe l’expression des récepteurs CCR2 et
empêche de la sorte le chémotactisme médié par MCP-1 (Han et Quenhenberge., 2000).  Par
ailleurs, d’autres étapes du recrutement des monocytes peuvent être inhibées en diminuant
l’expression de l’interféron-γ (IFNγ) et celle de l’interleukine-8 (IL-8) dans les cellules
endothéliales via PPARγ (Duval et al., 2002).
Une fois recrutés, le rolling et l’adhérence de ceux-ci sont aussi des étapes critiques précoces
de l’athérosclérose, faisant intervenir des molécules d’adhérence telles que VCAM-1
(Vascular Cell Adhesion Molecule) et ICAM-1 (Intracellular Cell Adhesion Molecule), les E-
sélectines et les P-sélectines (figure I 20).  Il a été démontré que l’induction de VCAM-1 par
le TNF-α dans les cellules endothéliales est inhibée par les activateurs de PPARα (Vosper et
al., 2002).
5.4. PPARs et réponse inflammatoire
La réponse inflammatoire nécessite une multitude de voies de signalisation qui agissent de
concert pour former les médiateurs inflammatoires.  L’iCOX2 (Inducible Cycloxygenase 2)
est un des régulateurs clés de la réponse inflammatoire qui catalyse la production de
prostanoïdes, effecteurs majeurs de la réponse inflammatoire.  L’iNOS (inducible Nitric
Oxyde Synthase) est un autre médiateur clé des voies de signalisation, particulièrement dans
l’explosion respiratoire du macrophage et la génération de ROS (Reactive Oxygen Species).
Chacune de ces deux enzymes (iNOS et iCOX2) peut être induite par la cytokine interleukine-
1β (IL-1β). Cette induction est bloquée par les agonistes du PPARα en interférant avec le
facteur NF-κB. (Vosper et al., 2002 ; Jiang et al., 1998).  Les ligands de PPARγ inhibent
également la production de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-α, l’IL-1β, l’IL-
6,...  Il faut signaler cependant que les effets anti-inflammatoires pourraient s’exercer via des
mécanismes PPARγ dépendants et indépendants (pour revue voir Barbier et al., 2002). Mais
certains agonistes de PPAR, favorisent l’expression de la II-sPlA2 (secreted phospholipase
A2), impliquée dans la production de médiateurs lipidiques pro-inflammatoires
(éïcosaénoïdes, acide lysophosphatidique,...). Les agonistes de PPARα inhibent également
l’expression du récepteur au PAF, chez les macrophages.  Le PAF (ou Platelet activating
factor) est un puissant médiateur lipidique de l’inflammation (pour revue voir Vosper et al.,
2002).  On constate par ailleurs que les patients traités avec des fibrates (ligands de PPARα)
ou avec des TZD (ligands de PPARγ), ont des taux plasmatiques d’IL-6 et de CRP (C-
Reactive Protein) plus bas.  Tous ces effets anti-inflammatoires s’expliqueraient par des
interactions négatives avec d’autres facteurs de transcription et en particulier les facteurs NF-
κB, AP-1 et STAT (figure I 21 et 22).
5.5. PPARs dans la formation des cellules spumeuses et dans le transport
du cholestérol
Les cellules spumeuses sont issues de lignées myocytaires et monocytaires.  Les monocytes,
une fois infiltrés dans l’intima, se différencient en macrophages et accumulent des
lipoprotéines modifiées par oxydation ou glycosylation.  L’anion superoxyde et les ROS
(Reactive Oxygen Species) permettent l’oxydation des LDL en LDL oxydées.  Les ligands
des PPARα et γ augmentent l’expression de la CuZn SOD (CuZn Superoxide Dismutase), ce
qui contribue à l’augmentation des LDL oxydés (Duval et al., 2002), et donc à l’augmentation
de la formation de cellules spumeuses, ce qui est athérogène (figure I 20).
Les récepteurs scavenger-A (SR-A) permettent l’internalisation des LDL oxydées par les
macrophages et ainsi la formation des cellules spumeuses (Nicholson, 2004).  L’expression de
ce récepteur peut être inhibée par les agonistes des PPARα et γ (Duez et al., 2001).  Par
contre, CD36, un autre récepteur scavenger, sous le contrôle de PPARγ, voit son expression
augmenter lors de l’activation de PPARγ (Barish et al., 2004), ce qui est en opposition avec
l’effet des PPARα sur SR-A.  Les récepteurs CD36 et SR-A sont donc régulés de manière
opposée par les PPAR α et γ (Duval et al., 2002).
Les PPARs régulent aussi l’homéostasie du cholestérol au niveau des macrophages. Les
activateurs des PPARα et des PPARγ induisent l’expression des récepteurs CLA-1/SRB-1
(Scavenger Receptor B-1) et ABCA-1 (ATP Binding Cassette transporter A-1) (Duval et al.,
2002).  Ces deux protéines membranaires ont pour rôle de favoriser l’efflux du cholestérol
hors des macrophages, ce qui diminuerait le nombre de cellules spumeuses jouant un rôle
dans la formation de la plaque d’athérosclérose (Torra et al., 2001) (figure I 20).  Les
agonistes de PPARα induisent également l’expression des ApoA-I et ApoA-II, les deux
apoprotéines majeures des HDL (high density lipoprotein), ce qui favorise la production des
HDL (ou bon cholestérol), effet anti-athérogène reconnu.
Les rôles des PPARs sont donc controversés.  L’hypothèse de leur rôle pro-inflammatoire est
soutenue par les observations que les PPARs induisent la formation de cellules spumeuses par
l’augmentation de l’expression de CD36 et l’hypothèse anti-inflammatoire sur base de
l’action des PPARs dans l’efflux du cholestérol hors des macrophages grâce à l’augmentation
de l’expression des divers transporteurs au cholestérol.
5.6. Rôle des PPARs dans le développement de la chape fibreuse et dans la
stabilité de la plaque athéromateuse
Au fur et à mesure que les lésions s’installent, les cellules musculaires lisses (CML)
prolifèrent et produisent des composants de la MEC (Matrice ExtraCellulaire), ce qui mène à
la formation de la chape fibreuse.  Les ligands des PPARs inhibent la prolifération et la
migration des CML vasculaires par l’inhibition de l’expression de Ets-1, un facteur de
transcription requis pour l’induction de métalloprotéases matricielles (dont la MMP-9).
D’autre part, les ligands de PPARγ inhibent l’expression d’ATR-1 (Angiotensin II Type 1
Receptor), ce qui contribuerait aussi à l’inhibition de la migration des CML et du
développement de la chape fibreuse (Duval et al., 2002) (figure I 20).
La rupture de la plaque est le stade final de l’athérogenèse, menant à la formation du
thrombus, l’occlusion du vaisseau sanguin et les signes cliniques de la maladie.  La rupture de
la plaque est lié en partie à la dégradation de la matrice extracellulaire au niveau de la plaque
fibreuse et dépend en partie de l’activité d’une protéase sécrétée : la MMP-9 (Matrix Metallo
Protease-9) ou gélatinase B produite par les macrophages (Marx et al., 1998).  Les ligands des
PPARα et des PPARγ  répriment  la transcription du gène codant pour la MMP-9.  Ceci
suggère que les PPARs peuvent moduler la balance de la production-dégradation de la MEC
(Matrice Extracellulaire) par les macrophages, ce qui peut dans une certaine mesure ralentir la
progression de la plaque d’athérosclérose (Duval et al., 2002).
5.7. Rôle particulier des PPARS chez les monocytes-macrophages
Comme illustré dans les paragraphes précédents, les PPARs exercent des effets pro- ainsi
qu’anti-inflammatoires (Figure I 19 et Figure I 23), bien que la majorité des effets des PPARs
sur les cellules impliquées dans l’athérosclérose soit plutôt bénéfique dans ce contexte (Figure
I 24).
On retrouve cette même ambiguïté quant aux effets des agonistes des PPARs, lorsqu’on se
focalise su la lignée monocytaire.
Les PPARα sont exprimés dans les monocytes humains, les PPAR γ et β /δ ne sont pas
exprimés dans ces cellules, on les trouve une fois la différenciation en macrophages opérée
(Duval et al., 2002).
Les PPARs sont connus comme des régulateurs de la réponse inflammatoire des monocytes-
macrophages grâce à leur interaction avec les voies de signalisation tel que NF-κB et AP-1.
Ceux-ci sont aussi connus comme les promoteurs de la différenciation des monocytes en
macrophages, de l’assimilation des lipides et de l’apoptose des macrophages (Tontonoz et al.,
1998, Vosper et al., 2001, Chinetti et al., 1998 et Chawla et al., 2001).
La formation des cellules spumeuses à partir de macrophages dans la paroi cellulaire est
caractérisée par des changements radicaux dans le métabolisme des lipides, incluant
l’augmentation de l’expression des récepteurs scavenger et l’augmentation de l’assimilation
des LDL oxydés.  Il a été démontré que le PPARγ est induit dans les monocytes humains
après exposition aux LDL oxydés et qu’il est fortement exprimé dans les cellules spumeuses
au niveau des lésions athérosclérotiques (Tontonoz et al., 1998).  Les PPARα et γ induisent
également l’apoptose des macrophages stimulés avec une combinaison d’IFNγ et de TNF-α .
Ce phénomène d’apoptose des macrophages peut participer à la formation du core nécrotique
au sein des lésions athérosclérotiques et donc favoriser la formation des lésions
athérosclérotiques (Marx et al., 2001).
A côté de ces rôles plutôt pro-athérogéniques, il faut souligner des fonctions protectrices : les
PPARs activés favorisent l’efflux du cholestérol des cellules macrophagiques, ce qui
diminuerait le nombre de cellules spumeuses (voir paragraphe 5.5).  Rappelons également que
le récepteur scavenger SR-A, contrairement au CD36, est régulé négativement par les
agonistes des PPARγ (figure I 24).
En résumé malgré certains effets négatifs des PPARs α  et γ  dans le contexte de
l’athérosclérose, les diverses actions des PPARs dans les étapes précoces de l’athérosclérose
seraient plutôt bénéfiques.  Il n’en demeure pas moins que le sujet reste controversé dans la
littérature, les effets obtenus dépendent très certainement des isotypes de PPARs et du
contexte cellulaire dans lequel ils se trouvent.  De plus, les effets des agonistes des PPARs
sont particulièrement diversifiés étant donné que les PPARs activés peuvent fonctionner à la
fois comme facteurs de transcription et comme co-répresseurs pour plusieurs facteurs de
transcription particulièrement importants tels que NF-κB, AP-1 ou STAT (figure I 22-24).
                                                                                                                                                  
III. Objectifs
L’objectif de ce mémoire consiste en l’étude des effets potentiellement anti-inflammatoires
des PPARs sur les monocytes THP-1 différenciés en macrophages et stimulés au LPS.
Dans le cadre de la validation de la DualChip Human General (EAT), Vanessa Suin (2003)
avait montré la surexpression de plusieurs gènes en condition de stimulation au LPS par
rapport à la situation contrôle.
Nous avons donc repris les gènes surexprimés en présence de LPS mis en évidence par
Vanessa Suin (2003), puisqu’ils encodent des cytokines pro-inflammatoires (IL-1β, TNF-α),
une protéine d’adhérence impliquée dans la diapédèse (ICAM-1), une enzyme antioxydante
(SOD2), une protéine anticoagulante (THBD ou Thrombomoduline).  Mais nous avons élargi
cette liste en incluant des gènes encodant des protéines impliquées dans le recrutement et la
transmigration leucocytaires (MCP-1, uPAR et Plau), des marqueurs pour la différenciation
en macrophages (CD36, un récepteur scavenger pour les lipoprotéines modifiées), des
marqueurs de l’inflammation (la cytokine IL-6 et l’enzyme inductible COX-2 ou
Cycloxygénase 2, à la base de la synthèse des prostaglandines) et des facteurs de croissance,
produits par les monocytes activés par le LPS (IGFBP3).
Dans notre travail, nous allons dans un premier temps vérifier si la réponse inflammatoire
LPS-dépendante est la même chez les THP-1 différenciés en macrophages, et ensuite voir si le
système PPAR peut modifier les profils d’expression LPS-dépendant et donc exercer des
effets anti-inflammatoires dans ce modèle.  Les différences d’expression génique seront
analysées par la méthode de PCR en temps réel.  Nous avons choisi de travailler sur des
macrophages plutôt que sur des monocytes, étant donné que les PPARs sont très peu exprimés
chez ces derniers - en particulier le PPARγ dans les monocytes - et apparaissent lors de l’étape
de différenciation en macrophages.
Dans un second temps, nous avons saisi l’opportunité d’étendre notre étude par l’utilisation
d’un damier à ADN.
L’Adipo-Athéro-chip mise au point au laboratoire par l’équipe du Dr. Thierry Arnould en
collaboration avec l’équipe du Pr. Martine Raes dans le cadre du réseau PAI (Pôle
d’Attraction Inter-universitaire), est un damier en modèle murin utilisé pour suivre les
variations d’expression génique au cours de l’adipogenèse in vitro ou dans du tissu adipeux de
souris double Knock-out (DKO) traitées ou non dans le contexte de l’athérosclérose.  Le
damier comporte 89 sondes de captures ciblant des gènes encodant des facteurs hormonaux ou
de croissance, des cytokines, des facteurs de transcription, des récepteurs et des transporteurs
membranaires,… en relation avec le métabolisme lipidique et glucidique, la différenciation
adipocytaire et l’inflammation.  Certains de ces gènes semblaient donc des cibles bien
choisies dans le cadre de ce travail.
De ce fait, un changement de modèle cellulaire a été nécessaire, et notre choix s’est porté sur
la lignée cellulaire de macrophages murins connue sous le nom de J774.1.
Nous espérons avec ce travail apporter des informations supplémentaires quant au rôle
potentiellement anti-inflammatoire des PPARs sur une réponse LPS-dépendante dans les
modèles cellulaires de macrophages utilisés.
                                                                                                                                                  
Matériel et Méthodes
                                                                                                                                                  
I. Culture cellulaire des monocytes THP-1
Les cellules de la lignée monocytaire THP-1 sont issues du sang périphérique d’un jeune
garçon d’un an touché par une leucémie monocytaire aiguë.  Ces cellules se multiplient en
suspension en formant des grappes.  Elles sont facilement différenciables en macrophages, ce
qui explique leur utilisation fréquente dans le cadre de nombreux travaux réalisés dans le
contexte de l’athérosclérose.
Matériels
∗ RPMI complet (Tableau II 1)
∗ Pipettes de 10 ml et de 5 ml stériles (Starstedt)
∗ Tubes de 10 ml (Becton Dickinson)
∗ Boîtes de cultures T75 (75cm2) (Costar)
∗ Bleu Trypan (Sigma)
∗ Chambre de Neubauer (Marienfield)
∗ Centrifugeuse (Heraeus Sepatech)
∗ Étuve à 37°C / 5 % de CO2 (Heraeus Sepatech)
∗ Microscope inversé (Leica)
Méthode
La culture des monocytes THP-1 se réalise sous une hotte à flux laminaire vertical
préalablement nettoyée à l’alcool. Les cellules sont cultivées dans du milieu de culture RPMI
complet (15 ml) jusqu’à une densité maximale de 7.105 cellules/ml à laquelle elles sont
repiquées à raison de 2.105 cellules / ml. Lors du repiquage, trois fois par semaine, les 15 ml
de milieu contenant les cellules sont répartis de manière égale dans deux tubes de 10 ml et
ensuite centrifugés à 1000 rpm durant 7 minutes. Après la centrifugation, le surnageant est
décanté et le culot est resuspendu à raison de 3.106 par ml (*) dans du RPMI complet
préalablement chauffé à 37°C. Dans une nouvelle boîte de culture T75, on ajoute 1 ml de
suspension cellulaire à 14 ml de milieu complet.  Les cellules sont alors incubées dans une
étuve à 37°C / 5 % de CO2.
(*) Comptage des cellules
Avant la centrifugation, 100 µl de suspension cellulaire sont mélangés à 100 µl de bleu de
Trypan qui colore en bleu le cytoplasme des cellules mortes.  Ce mélange est alors déposé par
capillarité dans la chambre de Neubauer (Figure II 1).  Celle-ci comporte un quadrillage de
huit grands carrés qui permettent un comptage facile des cellules.
Le nombre total de cellules se calcule en multipliant le résultat de la formule suivante par 15
(nombre de ml par T75).
Nombre de cellules par ml : Nombre de cellules comptées dans les 8 carrés x 10000 x 2
8
10000 : facteur volumétrique (0,1 µl par carré)
2 : dilution 2 fois (100 µl de suspension cellulaire + 100 µl de bleu de Trypan)
8 : pour ramener le nombre de cellules à un carré (= moyenne)
                                                                                                                                                  
II. Différenciation des cellules THP-1 en macrophages
Matériels
∗ Boîtes de culture T75 (Costar)
∗ PMA (Phorbol Myristate acétate) (Sigma)
∗ RPMI complet (Tableau II 1)
∗ Tips autoclavés (Greiner bio-one)
∗ Étuve à 37°C/ 5% CO2 (Heraeus Sepatech)
∗ Microscope inversé (Leica)
Méthode
Les cellules sont repiquées à une densité de 9.106 de cellules dans 10 ml de RPMI complet.
La différenciation des monocytes THP-1 en macrophages s’effectue par l’ajout de PMA à une
concentration finale de 0,6 µM.
Les cellules sont ensuite incubées durant 24 heures à 37°C / 5% CO2.  Durant la
différenciation, le phénotype des cellules THP-1 en suspension change : les THP-1
différenciées deviennent adhérentes et étalées.
III. Culture cellulaire de macrophages murins J774.1
Les cellules J774.1 sont des macrophages murins issus d’une souris femelle BALB/c.  Ces
cellules se multiplient en formant des îlots cellulaires adhérents.  Elles sont
morphologiquement étalées et présentent des vacuoles cytoplasmiques.
Matériels
∗ Boîtes de culture T75 (Costar)
∗ RPMI complet (Tableau II 1)
∗ Pipettes stériles de 10 et de 5 ml (Starstedt)
∗ Râteaux stériles (Dispenser)
∗ Étuve à 37°C / 5 % de CO2 (Heraeus Sepatech)
∗ Microscope inversé (Leica)
Méthode
La culture des cellules J774.1 se réalise dans un milieu stérile, sous hotte à flux laminaire
vertical, préalablement nettoyée à l’alcool.
Lorsqu’elles sont à confluence (environ 5.106 cellules dans une T75), les cellules sont
détachées à l’aide d’un râteau : 2,5 ml de suspension cellulaire sont dilués dans 12,5 ml de
milieu RPMI complet frais préalablement préchauffé à 37°C.  Les cellules sont ensuite
incubées dans une étuve à 37°C / 5 % de CO2. Le repiquage est effectué 2 fois par semaine.
                                                                                                                                                  
IV. Stimulation des macrophages
Matériels
∗ RPMI stimulation (Tableau II 1)
∗ Microscope inversé (Leica)
∗ Étuve à 37°C / 5 % CO2 (Heraeus Sepatech)
∗ Tips stériles (Greiner bio-one)
∗ Lipopolysaccharide (LPS) (Sigma)
Méthode
Dans un premier temps, le milieu de culture (RPMI complet) est remplacé par 10 ml de RPMI
stimulation.  Une fois le milieu changé, les cellules sont mises au repos durant une heure à
37°C / 5 % CO2.
Lors de l’utilisation d’agonistes des PPARs, une pré-incubation durant l’heure de repos est
réalisée avec l’agoniste à une concentration équivalente à la moitié de celle utilisée pour la
stimulation.  Les cellules sont ensuite stimulées pendant 6 heures avec le LPS en présence ou
non de l’agoniste (Tableau II 2).
V. Dosage colorimétrique de l’activité de liaison à l’ADN du facteur de
transcription AP-1
Matériels
Extraction de protéines nucléaires
∗ PBS (tampon phosphate 10 mM, pH 7,4 – NaCl 150 mM)
∗ PBS Mo (PBS + 1 mM Na2MoO4 + 5 mM NaF)
∗ HB 2X (Hypotonic Buffer concentré 2X) (Tableau II 3)
∗ Solution de lyse (Tableau II 4)
∗ RE (Resuspension Buffer) (Tableau II 5)
∗ SA (Saline Buffer) (Tableau II 6)
∗ PIC (Protease Inhibitor Cocktail) (Roche)
∗ PIB (Phosphatase Inhibitor Buffer) (Tableau II 7)
∗ Racloirs (Dispenser)
∗ Microtubes de 1,5 ml (Starstedt)
Bradford
∗ BSA (Bovin Serum Albumin) (2 mg/ml) (Pierce)
∗ Bio-Rad Protein Assay (Biorad)
∗ Eau Milli-Q (Millipore)
∗ Spectrophotomètre – Ultrospec 2100Pro (Biochrome)
∗ Cuvette de quantification en quartz
Détection de la liaison du facteur de transcription
∗ Tampon de lyse (Tableau II 8)
∗ Tampon de liaison AP-1 (Tableau II 9 et Tableau II 10)
                                                                                                                                                  
∗ Plaques multipuits contenant la séquence ADN de liaison pour AP-1
∗ PBS 50 (tampon phosphate 10 mM, pH 7,4 - NaCl 50 mM)
∗ Tween 20 (Sigma)
∗ BSA (Sigma)
∗ Anticorps primaire monoclonal de lapin anti-cfos (Santa Cruz)
∗ Anticorps secondaire de chèvre anti-lapin (Santa Cruz)
∗ Tetra-Methyl Benzidine (TMB) (Biosource)
∗ Solution stop (H2SO4) (Biosource)
∗ Lecteur de plaques multipuits Ultramark - Microplate Imaging System (Biorad)
Méthodes
Extraction de protéines nucléaires
Les cellules sont cultivées en T25. Après les 45 minutes de stimulation, le milieu est décanté
et les cellules rincées 1X 1 minute avec 3 ml de PBS froid et 1X 1 minute avec du PBS Mo.
On ajoute ensuite 3 ml de HB 1X (HB 2X dilué dans l’eau) et on incube 3 minutes à RT°
avant de décanter.  Les cellules sont raclées dans 200 µl de solution de lyse et les lysats
cellulaires sont transférés dans un microtube et centrifugés 30 secondes à 13000 rpm. Le
surnageant est éliminé et le culot resuspendu dans 30 µl de RE suivi de 30 µl de SA. Les
tubes sont placés en chambre froide sur une roue durant minimum de 30 minutes. Les
échantillons sont centrifugés à 13000 rpm 10 minutes à 4°C. Les surnageants sont récoltés
dans des microtubes et conservés à -70°C. 5 µl sont conservés pour le dosage protéique.
Dosage protéique par Bradford
Pour chaque échantillon, on dilue 2,5 µl (étalon - 5 µg - ou eau) ou 2 µl (échantillon ou blanc)
de protéines nucléaires dans 1 ml de colorant de Bradford dilué 5X et filtré. Les mix sont
incubés 5 minutes à RT° et l’absorbance à 595 nm est relevée de minute en minute. La
concentration protéique des échantillons est déterminée d’après les valeurs d’absorbance
mesurée pour l’étalon.
Détection de l'activité de liaison à l'ADN du facteur de transcription (Figure II 2)
Les extraits protéiques sont dilués dans le tampon de lyse à une concentration finale de 5 µg /
20 µl. Les 20 µl, ainsi que les 30 µl de tampon de liaison AP-1 sont déposés dans chaque
puits. Pour les blancs, on ajoute 20 µl de tampon de lyse à la place des extraits protéiques. La
plaque multipuits est recouverte d’un film plastique et incubée une heure à température
ambiante sous légère agitation. Les puits sont ensuite lavés 3X 2 minutes avec 200 µl de PBS
+ tween 0,1%. L’anticorps primaire préalablement dilué 1000 X dans du PBS 50 + BSA 1%
est distribué à raison de 100 µl par puits. La plaque est recouverte d’un film et incubée 1
heure à température ambiante. Une nouvelle série de lavages est réalisée comme suit : 3X 2
minutes avec 200 µl de PBS + tween 0,1%. L’anticorps secondaire est dilué 1000 X dans du
PBS 50 + BSA 1% et distribué à raison de 100 µl par puits. La plaque est recouverte d’un
film et incubée 1 heure à température ambiante et ensuite lavée 4X 2 minutes avec 200 µl de
PBS + tween 0,1%.  Pour la révélation, on distribue 100 µl de TMB par puits et on incube 10
minutes à température ambiante, à l’abri de la lumière. La réaction de révélation est stoppée
par ajout de 100 µl de solution stop dans chaque puits. L’absorbance est lue à 450 nm avec
une référence à 655 nm.
                                                                                                                                                  
VI. Extraction d’ARN total
Les extractions ont été réalisées avec les kits d’extraction d’ARN total « RiboPureTM Kit »
d’Ambion pour les PCR en temps réel et « RNAgents » de Promega pour les hybridations sur
damiers à ADN.
Matériels pour les 2 types d’extractions
∗ SDS (Sodium Dodécyl Sulfate) (Merck)
∗ Vortex (IKA)
∗ Centrifugeuse (Heraeus Sepatech)
∗ Tips à filtres “RNase free” (Greiner bio-one)
∗ Gants “powder free” (Mönlycke Health Care)
∗ Râteaux stériles (Dispenser)
∗ Microtubes (Starstedt)
∗ Spectrophotomètre, Ultrospec 2100Pro (Biochrome)
∗ Cuvette de quantification pour spectrophotomètre 10 mm (Hellma)
Matériels pour l’extraction d’ARN total avec le kit « RiboPureTM »
∗ Kit d’extraction d’ARN total « RiboPureTM Kit » (Ambion) (Tableau II 11)
∗ Éthanol absolu (Merck)
∗ Chloroforme (Merck)
L’extraction d’ARN total doit se faire en conditions RNase free pour éviter toute possibilité
de dégradation de l’ARN.  Le matériel ainsi que la paillasse de travail sont préalablement
nettoyés avec du SDS 1%.
Protocole RiboPure (selon les instructions du fabricant)
Le protocole consiste à rompre les membranes cellulaires des échantillons dans le
RNAwiz, qui contient du phénol et un réactif qui inactive les RNases endogènes.
Ensuite l’addition de chloroforme et la centrifugation ont pour effet de séparer les phases
organiques (contenant les déchets protéiques et l’ADN génomique contaminant) et
aqueuses (contenant l’ARN).
L’ARN contenu dans la phase aqueuse est précipité avec de l’éthanol absolu et filtré sur
une spin-colonne du kit (filtre de silice).
L’ARN est lavé trois fois avec les solutions Wash 1, Wash 2 et 3 et ensuite, élué dans 100
µl de tampon d’élution.
L’ARN total isolé est quantifié (#) et conservé à -80°C pour éviter sa dégradation.
Matériels pour l’extraction d’ARN total avec le kit « RNAgents »
∗ Kit d’extraction d’ARN total RNAgents® (Promega) (Tableau II 12)
∗ PBS stérile (Tableau II 13)
∗ Éthanol 75 % (à partir d’éthanol absolu-Merck)
∗ Pipettes pasteurs stérilisées (Bilbate)
∗ Eau nuclease-free (Promega)
                                                                                                                                                  
∗ Centrifugeuse (Heraeus Sepatech)
Protocole RNAgents (selon les instructions du fabricant)
L’extraction se déroule en trois étapes majeures.  La première est l’extraction proprement dite
de l’ARN total, la seconde est la précipitation et la resuspension de l’ARN total, et la dernière
étape est le lavage de l’ARN total.
Le milieu de stimulation est décanté et les cellules lavées avec 5 à 10 ml de PBS stérile à 4°C.
Le PBS est décanté et les cellules sont incubées 1 minute sur glace. Le PBS est ensuite
redécanté totalement à l’aide d’une pipette pasteur. L’ajout de 600 µl (pour 5 106 cellules) de
solution dénaturante va rompre les membranes cellulaires, on y ajoute ensuite 60 µl d’acétate
de sodium, et on mélange par inversion 4-5 fois.  On ajoute ensuite 600 µl de P/C/I et l’on
vortexe durant 10 secondes, suivi d’une incubation sur glace de 15 minutes et d’une
centrifugation de 20 minutes à 12000 rpm à 4°C.
Après la centrifugation, on récupère la phase aqueuse contenant l’ARN à laquelle on ajoute un
volume égal d’isopropanol.  L’échantillon est placé à -20°C durant minimum 30 minutes,
cette incubation est suivie d’une centrifugation à 12000 rpm durant 10 minutes à 4°C. On
élimine ensuite le surnageant et l’on resuspend le culot dans 1 ml d’éthanol à 75 %.
Une dernière centrifugation est réalisée à 12000 rpm durant 10 minutes à 4°C.  Le surnageant
est éliminé et le culot est séché à l’air libre. Une fois le culot sec, on le resuspend dans 20 µl
d’eau nuclease-free.  L’ARN total une fois extrait, est quantifié (#) et conservé à –80°C.
(#) Quantification de l’ARN total
La quantification de l’ARN total se fait par spectrophotométrie.  La DO (densité optique) des
acides nucléiques est mesurée à 260 nm alors que pour les protéines elle se mesure à 280 nm.
Le ratio (DO 260/ DO 280) donne une idée de la qualité de l’ARN total (un ARN pur présente
un ration entre 1,8 et 2,0).  La concentration en ARN est calculée comme suit : DO 260 nm x
40 x dilution (où 40 est le facteur de correction spécifique à l’ARN).
VII. Vérification de l’intégrité de l’ARN total
Le Bioanalyzer permet de quantifier et de déterminer l’intégrité d’un échantillon d’ARN sur
un volume de 1 µl.  L’ARN va être déposé dans une micro-carte contenant un gel de
migration plus un flurochrome spécifique de l’ARN simple brin.  Sous une différence de
potentiel générée par des micro-électrodes, les fragments d’ARN vont migrer plus ou moins
rapidement à travers le gel en fonction de leur taille (Figure II 3 A). Un laser assure la
détection des fragments un à un.
Les résultats sont compilés sur le programme associé et rendus sous forme
d’électrophérogrammes ou d’images gel (Figure II 3 B).
Matériel
∗ RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies)
∗ RNaseZAP (Ambion)
∗ RNA 6000 Ladder (Ambion)
∗ Eau Nuclease Free (Promega)
∗ Priming station et Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies)
∗ Vortex adapté à l’utilisation du Bioanalyzer (IKA Works)
                                                                                                                                                  
Méthode (selon les instructions du fabricant)
Les électrodes sont nettoyées avant le run avec du RNaseZAP et de l’eau nucléase-free.  Le
fluorochrome est ajouté fraîchement au gel et centrifugé 10 minutes à 13000 rpm afin
d’éliminer toute impureté pouvant gêner la migration.  Le gel est ensuite pressurisé à
l’intérieur de la micro-carte. On ajoute 2 fois 9 µl de gel dans les puits de nettoyage, 5 µl de
marqueur dans chaque puits échantillon et étalon (qui permet l’alignement des profils entre
eux), ainsi qu’1 µl d’échantillon ou étalon préalablement dénaturé 2 minutes à 70°C.  La
micro-carte est vortexée à 2400 rpm durant 1 minute et ensuite chargée dans le BioAnalyzer.
Le run dure environ 30 minutes, après lesquelles l’analyse des pics d’ARNr est effectuée.
Un ARNtot intègre présente un ratio des aires des pics 28s/18s proche de 2,0.
VIII. Transcription inverse
Le principe de la transcription inverse (RT) est de synthétiser de l’ADN complémentaire à
partir d’ARN messager (environ 1 à 5 % de l’ARN total).
Au départ d’amorces polyT qui s’hybrideront sur la queue poly-A de l’ARN messager, une
transcriptase inverse va synthétiser un brin d’ADNc.  Le protocole de la transcription inverse
dépend des manipulations effectuées en aval : une hybridation d’ADNc sur un damier à ADN
ou une PCR en temps réel. Les différences se situent au niveau du mix d’ARN et du mix. de
nucléotides. Dans le cas de la RT pour une hybridation, le mix de nucléotides inclut des dCTP
biotinylés qui permettront la détection indirecte des ADNc hybridés, et le mix d’ARN inclut
des standards internes (ARNm transcrits in vitro). Dans le cas de la RT pour une PCR en
temps réel, le marquage à la biotine et l’utilisation de standards internes ne sont plus
nécessaires.
Matériels pour les 2 types de RT 
∗ RNAsin Ribonuclease Inhibitor (40U/µl) (Promega)
∗ Ribonuclease H (InVitrogen)
∗ Nuclease free water (Promega)
∗ Oligo dT (500ng/µl) (InVitrogen)
∗ SuperscriptTM II RNase H- Reverse Transcriptase (InVitrogen)
∗ Blocs chauffants à 37°C, 42°C, et 70°C (Techne Dri-Block)
∗ Tips à filtres (Greiner bio-one)
∗ Microtubes de 1,5 ml (Starstedt)
∗ Gants “powder free” (Mönlycke Health Care)
Matériels spécifiques pour une RT pour hybridation sur damier
∗ dNTP set (Roche)
∗ Biotin-11dCTP (Perkin Elmer)
∗ Bloc chauffant à 95°C (Dri-Block)
∗ Mix standards internes (Eppendorf)
Matériel spécifique pour une RT pour une PCR en temps réel
∗ dNTP set (Eurogentec)
                                                                                                                                                  
Méthode
Le mix d’ARN total (Tableau II 14) est préparé et incubé durant 10 minutes à 70°C et ensuite
immédiatement placé 5 minutes sur glace. Durant l’incubation, les mix dNTP et de RT sont
préparés (Tableau II 15 et II 16).  9 µl du mix de RT sont distribués dans chaque échantillon
et ceux-ci sont incubés à température ambiante durant 5 minutes.
Après cette étape, on ajoute 1,5 µl de Superscript II et on incube les échantillons durant 1h30
à 42°C. Pour la RT pour une hybridation sur damier, cette dernière étape est effectuée une
deuxième fois. Après l’incubation à 42°C, les échantillons sont incubés 15 minutes à 75°C
pour inhiber la Superscript II.
La dernière étape consiste à éliminer les brins d’ARNm toujours liés à l’ADNc. Pour cela, on
ajoute 1 µl de RNaseH et on incube 20 minutes à 37°C. Pour l’hybridation sur damier, les
échantillons sont dénaturés 3 minutes à 95°C. Une fois la transcription inverse terminée, les
échantillons sont stockés à -20°C.
IX. PCR en temps réel
La PCR en temps réel permet de quantifier cycle par cycle le nombre d’amplicons produits
lors de la réaction d’amplification PCR (polymerase chain reaction).  Cette technologie est
basée sur la détection de fluorescence dont l’augmentation du signal fluorescent est
directement proportionnelle à la quantité d’amplicons générés durant la réaction de PCR.
Pour avoir un suivi en temps réel de l’amplification, différents systèmes sont utilisés tel que le
SYBR green et le système de sondes Taqman.  La différence fondamentale entre les deux
systèmes est que le SYBR green est un agent intercalant entre les doubles brins d’ADN
(Figure II 4), alors que le système Taqman joue sur la reconnaissance spécifique d’une
séquence dans l’amplicon par un système de sondes couplées à des fluorochromes, émetteur
et quencher (Figure II 5).
La quantification repose sur le concept de cycle seuil ou Ct (cycle treshold) (Figure II 6). Le
Ct représente le cycle PCR au cours duquel la fluorescence émise se distingue du bruit de
fond.  Etant donné que le Ct se trouve dans la phase exponentielle de la réaction, il est
possible de déterminer la quantité d’ADN de départ de l’échantillon.  En effet, contrairement
à la PCR classique, la quantification se fait lorsque tous les réactifs sont encore en excès.  Il
existe une corrélation inversement proportionnelle entre ces deux données, le Ct diminuant
lorsque la quantité d’ADNc de départ est plus élevé.
L’utilisation de l’agent intercalant SYBR Green nécessite une étape de vérification de la
spécificité de l’amplicon. Une courbe de dissociation est réalisée après le 40ème cycle PCR, la
température augmente jusque 95°C et les amplicons vont se dissocier à leur température de
melting. Un pic de dissociation est obtenu en dérivant la fluorescence en fonction de la
température. Si il y une amplification aspécifique, il y aura plusieurs pics de dissociation à des
températures différentes de la température de melting de l’amplicon.
Matériels
∗ SYBR green PCR Master Mix 2X (Applied Biosystem)
∗ Taqman Universal PCR Master Mix 2X (Applied Biosystem)
∗ Amorces sens et anti-sens (Applied Biosystem)
∗ Eau milli-Q (Millipore)
∗ Tips à filtres (Greiner bio-one)
∗ Gants “powder free” (Mönlycke Health Care)
                                                                                                                                                  
∗ Microtubes (Starstedt)
∗ Optical tubes (Applied Biosystem)
∗ Optical caps (Applied Biosystem)
∗ 96-well optical reaction plate (Applied Biosystem)
∗ ABI Prism 7000 (Applied Biosystem)
∗ Centrifugeuse (Heraeus Sepatech)
∗ Vortex (IKA)
Méthode
1. Mise au point des concentrations en amorces.
La mise au point des concentrations en amorces sens et anti-sens consiste en l’optimalisation
des concentrations en amorces nécessaires pour la PCR de chaque gène étudié.  Les
concentrations d’amorces choisies sont celles pour lesquelles on obtient le Ct le plus bas, un
plateau de PCR le plus haut et pas de dimères d’amorces.  Cette optimalisation se fait en
testant différentes concentrations : 50 nM, 300 nM et 900 nM (Tableau II 17).  Pour cela, un
mix d’ADNc et un mix blanc sont réalisés, ceux-ci contenant respectivement de l’ADNc dilué
100 X et de l’eau milli-Q à la place de l’ADNc (Tableau II 18).  Dans chaque puits, on dépose
20 µl de mix (ADN ou blanc selon le design de la plaque), auxquels on ajoute les 2,5 µl
d’amorces sens et anti-sens à la concentration finale voulue, et ce pour un volume final de 25
µl par puits.
2. Comparaison des efficiences de PCR.
Une fois les concentrations d’amorces définies, les efficiences de PCR pour les différents
gènes étudiés sont comparées à celle d’un gène de référence (la GAPDH dans notre cas).
Pour ce faire, une courbe standard est réalisée en comparant les valeurs de Ct obtenues pour le
gène de référence et pour le gène d’intérêt.  Pour cela, un mix est préparé (Tableau II 19) et 20
µl en sont déposés dans les puits auxquels on ajoute ensuite 5 µl d’ADNc dilué 10, 100,
1000 , 10000 et 100000 X.  Pour les blancs, on ajoute non pas 5 µl d’ADNc mais 5 µl d’eau.
Les résultats une fois obtenus sont analysés sur Excel.  Les deux courbes standard doivent être
parallèles.
3. Quantification relative.
Un mix contenant les amorces sens et anti-sens aux concentrations précédemment
déterminées est préparé (Tableau II 19). 20 µl de mix sont déposés dans chaque puits et on y
ajoute 5 µl d’ADN dilué ou 5 µl d’eau pour les puits blancs.  La plaque multi-puits est
recouverte d’un film optique et est centrifugée pour ramener les 25 µl dans le fond des puits,
avant d’être déposée dans l’appareil ABI Prism 7000.  Les résultats sont compilés grâce au
programme « SDS Software » dans lequel on peut notamment retrouver la courbe de
dissociation de chaque gène amplifié.  Les résultats obtenus sont traités par Excel.
Les mises aux points en concentrations en amorces sont uniquement réalisées lors de
l’utilisation de l’agent intercalant SYBR Green. Le système Taqman « Assays-on-
Demand™ » de Applied Biosystem ne demande aucune mise au points et le mix fourni
contient les amorces et sondes spécifiques au gène d’intérêt. Le mix de PCR est donc différent
du mix pour  SYBR Green (Tableau II 20).
X. Damiers à ADN
Le principe des damiers à ADN est basé sur la reconnaissance spécifique par un ADNc
biotinylé, d’un trappeur simple brin – généré par PCR - fixé sur un support fonctionnalisé,.
Les trappeurs sont des séquences spécifiques correspondant à une série de gènes d’intérêt.
                                                                                                                                                  
Matériels
∗ Adipochips (développée à l’URBC par l’équipe du Dr. Th. Arnould)
∗ Kit hybridation (Eppendorf) (Tableau II 21)
∗ Thermomixer (Eppendorf)
∗ Couvre-objet et chambres d’hybridations (Genetic Slide Dryer)
∗ Centrifugeuse (Heraeus Sepatech)
∗ Scanner confocal : Scan Array Express (Perkin Elmer)
Méthode
L’hybridation sur damier se réalise en plusieurs étapes bien précises. La première est la
préparation des échantillons et l’hybridation, la seconde est l’étape de révélation et la dernière
est la quantification et l’analyse des résultats.
1. Design du damier
Les 89 sondes de capture de l’AdipoChips (Figure II 7) représentent des séquences d’ADN
spécifiques de gènes murins impliqués dans le métabolisme lipidique et l’adipogenèse. Des
sondes de capture contrôles ont également été ajoutées sur le damier afin de s’assurer du bon
fonctionnement des différentes étapes expérimentales menant à l’acquisition des résultats.
Nous retrouvons des contrôles de fixation positifs (trappeur simple brin biotinylé) et négatifs
(tampon de spotting seul) qui ont trait au bon déroulement du spotting. Les premiers doivent
toujours être allumés alors que les seconds doivent rester indétectables. Nous avons ensuite
des contrôles d’hybridation positifs (séquence ADN non murine dont la cible biotinylée est
introduite dans le mix d’hybridation) et négatifs (séquence ADN non murine pour laquelle
aucune séquence complémentaire n’est introduite lors de l’hybridation). Si le contrôle positif
ne s’allume pas, cela signifie que l’hybridation n’a pas eu lieu correctement. Pour les
contrôles de fixation et d’hybridation négatifs, s’ils peuvent être détectés, cela suggère une
contamination et une non-spécificité des trappeurs présents sur le damier. À ces différents
contrôles viennent s’ajouter les contrôles de RT ou standards internes qui permettent de
vérifier si la transcription inverse s’est bien déroulée (ARNm transcrit in vitro introduit au
début de la RT) et de normaliser les résultats lors de la quantification.
Chaque spot représente un gène, et est présent en triplicat dans trois zones séparées du damier.
La figure II 5 représente le premier réplicat.
2. Hybridation sur Adipochips
Un mix d’ADN est préparé (Tableau II 22) et chauffé dans un four à 60°C quelques minutes.
Les 65 µl du mix sont déposés dans la chambre d’hybridation en veillant à ne pas toucher le
damier.  Les chambres d'hybridation sont ensuite recouvertes d’un couvre-objet et placées
durant une nuit dans le thermomixer à 60°C et 1400 rpm.
3. Révélation
Une fois l’hybridation terminée, une série de lavages est effectuée avec le Washing Buffer, ce
qui permet d’éliminer les ADNc non hybridés.  La révélation se réalise par l’ajout d’un
anticorps dirigé contre la biotine et couplé au fluorochrome Cyanine-3 (Cy3). Une seconde
série de lavages, permet d’éliminer les anticorps excédentaires.
Pratiquement, les chambres et les couvre-objets sont retirés et les lames directement plongées
dans le Washing Buffer (Unibuffer dilué 40 X et Tween 20 0,1%).  Elles sont lavées 4 X 2
minutes avant d’être révélées avec 800 µl d’anticorps dilué 1000 X dans le Blocking Buffer
(Unibuffer dilué 4 X + Blocking reagent 0,1%. Les lames sont ensuite lavées 5 X avec le
                                                                                                                                                  
Washing Buffer durant 2 minutes et ensuite 2 X 2 minutes avec de l’eau distillée.  Les lames
sont séchées par centrifugation à 600 rpm durant 5 minutes à 20°C.
4. Quantification
Les lames sont scannées à l’aide d’un scanner confocal à différents gains (100, 80 et 60) au
moyen du programme ScanArray Express (Perkin Elmer). Les différents spots du damier
fluorescent avec une intensité qui est proportionnelle à la quantité de cibles hybridées.  Les
images obtenues sont enregistrées dans un format TIFF et quantifiées avec le programme
Imagene 5.0. Les résultats sont traités sur Excel au moyen du programme Statistical Software.
Le traitement repose sur une normalisation d’abord par rapport aux standards internes, et
ensuite par rapport aux gènes de référence, dont l’expression reste en principe stable dans les
différentes conditions de stimulations utilisées.
                                                                                                                                                  
                                                                                                                                                  
Résultats et
Discussion
                                                                                                                                                  
                                                                                                                                                  
I. Effet de divers agonistes de PPAR sur l’expression
génique induite par le LPS – Etude par PCR en temps
réel
Le but de ce travail est d’étudier les effets potentiellement anti-inflammatoires des PPARs
(Peroxysome Proliferator Activated Receptor) en comparant par PCR en temps réel
l’expression de différents gènes d’intérêt dans les conditions LPS en présence ou non d’un
agoniste des PPARs chez les macrophages humains.  Pour ce faire, nous utilisons des cellules
THP-1 préalablement traitées avec du PMA ce qui les différencie en macrophages adhérents.
Une condition CTL est à chaque fois réalisée pour observer le taux basal d’expression du gène
cible.
L’approche par PCR en temps réel est utilisée pour étudier l’expression de gènes d’intérêt au
niveau des ARNm.  Le principe et la méthode de la PCR en temps réel sont expliqués au point
IX du Matériel et Méthodes.
Le choix des gènes étudiés s’est basé sur les résultats préliminaires obtenus par Vanessa Suin
(Suin, 2003) sur les monocytes THP-1 au cours de son mémoire dans le cadre de la validation
de la DualChip Human General (EAT).  Elle avait confirmé par PCR en temps réel que le
LPS induisait l’expression de SOD2 (enzyme antioxydante), d’ICAM-1 (protéine
d’adhérence), du THBD (thrombomoduline, une protéine régulant négativement la thrombine)
et de deux cytokines pro-inflammatoires, l’IL-1β et le TNF-α.  Nous avons élargi cette liste
aux gènes suivants :`
- le MCP-1,  une chémokine exprimée sur les monocytes ainsi que Plau et uPAR, car
ces deux derniers interviennent aussi dans la transmigration des monocytes.
- le CD36, un récepteur scavenger, marqueur des macrophages activés et reconnus pour
être régulé par PPARγ.
- l’IL-6 et la COX2 (cycloxygénase-2), tous deux sont marqueurs du macrophage activé
et reconnus pour être positivement régulés par le LPS.
- l’IGFBP3 (insulin-like growth factor binding protein 3), facteur de croissance produit
par les monocytes stimulés au LPS.
Le tableau III 1 reprend les séquences des amorces PCR utilisées pour chacun de ces gènes
ainsi que la température de melting (Tm) de l’amplicon, définis au moyen du programme
Primer Express (Applied Biosystems).  En ce qui concerne le gène encodant IGFBP3 qui a été
étudié au moyen du système des sondes Taqman, le service « Assays-on-Demand » de
Applied Biosystems ne communique que la séquence de la sonde qui est : 5’-FAM-
GCGCCGCCAGTCCAGGAAATGCTA-NFQ-MGB-3’ (FAM = émetteur, NFQ = quencher
non fluorescent, MGB = minor groove binder qui permet la stabilisation de la sonde sur sa
séquence ADN et augmente la Tm de la sonde, ce qui permet d’avoir une plus grande
spécificité).  La sonde spécifique de la GAPDH en système Taqman est : 5’-FAM-
GGGCGCCTGGTCACCAGGGCTGCTT-NFQ-MGB-3’.  Rappelons que la GAPDH
(Glycéraldéhyde-3-Phosphate Déshydrogénase) est utilisée comme gène de référence (ou
House Keeping Gene).
                                                                                                                                                  
                                                                                                                                                  
I A. Mises aux points préliminaires
Dans le cadre de l’étude par PCR en temps réel, il a été nécessaire d’effectuer de nouvelles
mises au point des concentrations en amorces utilisées.  En effet, les conditions préalablement
établies sur le modèle cellulaire des monocytes THP-1 peuvent être différentes après la
différenciation des cellules en macrophages.
Dans un premier temps, les mises au point ont consisté à déterminer les concentrations en
amorces pour les différents gènes étudiés (voir Matériel et Méthode au point IX).  Pour ce
faire, une PCR en temps réel est réalisée avec différentes combinaisons d’amorces sens et
anti-sens.  Une analyse des Ct (Cycle treshold) est effectuée sur base des graphes
d’amplification de chaque gène.  Les concentrations choisies sont celles pour lesquelles le Ct
est le plus bas et les blancs possèdent un Ct de 40 au minimum (pas d’amplification).
Dans l’exemple du gène encodant CD36 et présenté à la figure III 1, nous avons choisi une
concentration en amorces sens de 900 nM et en amorces anti-sens de 900 nM.  A ces
concentrations, le Ct est le plus bas (Ct = 22,9) et les blancs ne sont pas amplifiés (Ct ≥ 40).
Dans le cas de la concentration en amorce sens de 300 nM et en amorce anti-sens de 900 nM,
on observe une amplification aspécifique, le Ct du blanc étant inférieur à 40.  Cette
amplification aspécifique peut être due soit à une contamination en ADN soit à un dimère
d’amorce.  Etant donné que nous n’observons pas d’amplification aspécifique avec la
combinaison 900/900, il semble plus probable qu’il s’agisse ici d’une contamination en ADN
lors de la préparation des échantillons.
Les mises au point des concentrations en amorces ont été réalisées pour tous les gènes
d’intérêt précités.  Les résultats sont résumés sous forme de tableau ci-dessous (tableau III 2).














900 nM 900 nM
Tableau III 2 :  Tableau récapitulatif des mises au point des concentrations en amorces sens et
anti-sens pour les différents gènes étudiés par PCR en temps réel.
Dans un second temps, nous avons comparé les efficiences de PCR (voir Matériel et
Méthodes au point IX) pour chaque gène d’intérêt par rapport à un gène de référence, la
                                                                                                                                                  
                                                                                                                                                  
GAPDH dans notre cas.  Des courbes standards ont été réalisées pour chaque gène ainsi que
pour la GAPDH en diluant un ADNc de 10 en 10 jusqu’à 100.000 fois.  Les droites obtenues
en rapportant les Ct en fonction des dilutions pour le gène d’intérêt, ainsi que pour le gène de
référence, nous permettent de calculer les efficiences de PCR par la formule suivante :
E (%) = (10 (-1/a) -1) x 100   où E est l’efficience de PCR en % et a la pente de la droite.
Pour que 2 efficiences de PCR soient comparables, les droites obtenues doivent être parallèles
(et donc avoir une pente similaire).  Pour le vérifier, on réalise un second graphe reprenant les
δ Ct (Ct gène d’intérêt - Ct GAPDH) en fonction des dilutions. La droite résultante doit présenter une
pente inférieure à 0,1 en valeur absolue, ce qui signifie que les efficiences de PCR sont
comparables.  Ce dernier point est essentiel pour choisir la méthode de calcul des taux
d’expression génique.  En effet, si les droites sont comparables, nous pouvons utiliser la
méthode des δδ Ct qui est une méthode simple et rapide pour calculer les différences
d’expression génique (description au point I.B-A du chapitre Résultats et discussion).  Dans le
cas contraire, la nécessité de réaliser des courbes standards pour chaque gène à chaque
expérience est plus fastidieuse et consommatrice en matériel de base.
Pour le gène d’intérêt MnSOD2 par exemple, son efficience de PCR est comparable à celle de
la GAPDH étant donné que la pente de la droite de δ Ct est de –0,02 (figure III 2). Les
efficiences de PCR sont de 106 % pour la GAPDH et 105 % pour la MnSOD2.
Pour le gène encodant THBD par contre, lors du premier essai, la pente de la droite du δ Ct
était supérieure à 0,1 (Figure III 3).  Une nouvelle combinaison d’amorces sens et anti-sens
a dû être testée.  Par ailleurs, lors du premier essai, la droite des δ Ct ne comportait que 3
points, ce qui est insuffisant pour définir précisément la pente de la droite et donc l’efficience
de PCR.  Un problème lors de la préparation des échantillons peut en être la cause.
Toutes les efficiences de PCR testées pour les différents gènes d’intérêts (cités dans le tableau
III 2) au cours des mises au point sont bien comparables avec celle du gène encodant la
GAPDH.  La même méthode de calcul (δδ Ct) a donc pu être utilisée au cours de ce mémoire.
Ces mises au point terminées, nous avons pu réaliser les expériences de détermination des
niveaux d’expression génique dans nos conditions de stimulation.
I B. Détermination des changements d’expression génique
1.  Résultats
La technique de PCR en temps réel permet une étude rapide et simple de l’expression génique
de gènes d’intérêt au niveau des ARNm.  Cette technique est basée sur la détection de
fluorescence qui est proportionnelle à la quantité d’ADNc amplifié par PCR (voir chapitre
Matériel et Méthodes au point IX).
Comme décrit préalablement dans le chapitre Matériel et Méthodes aux points II et IV, les
monocytes THP-1 sont différenciés en macrophages en présence de PMA, ensuite stimulés
avec le LPS en présence ou non des agonistes des PPARs (RO, GW et PGJ2) durant 6 heures.
                                                                                                                                                  
                                                                                                                                                  
Ce temps de stimulation a été choisi suite à des expériences de cinétique préalablement mises
au point lors du travail de thèse de Sofia Dos Santos.
Nous avons sélectionné trois agonistes différents :
- la RO ou rosiglitazone est un agoniste à haute affinité pour la PPARγ.
- le GW ou GW501516 est un ligand pour le PPARβ/δ dont le rôle anti-inflammatoire
est peu connu
- enfin le PGJ2 ou 15d-PGJ2 est aussi un ligand du PPARγ, mais on sait d’après la
littérature qu’il exerce des effets anti-inflammatoires PPARγ dépendant et PPARγ
indépendant (Panzer et al., 2002 et Collin et al., 2004)
Les ARN totaux extraits pour les 5 conditions - CTL, LPS et LPS + agoniste - ont été
quantifiés par spectrophotométrie (voir Matériel et Méthode au point VI).  Les ratios 260 nm/
280 nm obtenus pour les extractions avec le kit RiboPure sont compris entre 1,7 et 2,2 ce qui
correspond à des ARN de bonne qualité.  Quant à  la quantité d’ARN total extrait, elle varie
aussi entre les différentes extractions réalisées au cours du mémoire (voir tableau III 3).
CTL LPS LPS + RO LPS + PGJ2 LPS + GW
Nombre de
cellules 5. 10
6 5. 106 5. 106 5. 106 5. 106
Ratio 260 nm/




De 208 à 885
ng/ µl
De 224 à 870
ng/ µl
De 225 à 654
ng / µl
De 516 à 575
ng/ µl





20,8 à 88,5 µg 22,4 à 87 µg 22,5 à 65,4 µg 51,6 à 57,5 µg 8,7 à 73,1 µg
Tableau III 3 : Tableau récapitulatif des ratios et des quantités d’ARN total extrait avec le kit
RiboPure dans les conditions : CTL, LPS, LPS + RO , LPS + PGJ2 et LPS + GW.
Pour tous les gènes étudiés, dont l’efficience est comparable avec celle de la GAPDH, le
calcul du taux d’expression génique se réalise par la méthode des δδ Ct décrite ci-après.
La moyenne des Ct est calculée pour chaque gène dans chaque condition expérimentale
(échantillon dans 2 puits séparés).  Ensuite, le δ Ct est calculé dans chacune des conditions
étudiées par la formule suivant : (δ Ct = moyenne des Ct gènes d’intérêt – moyenne des Ct GAPDH).
Le calcul des δ Ct permet ensuite de calculer le δδ Ct  pour chaque gène étudié d’après la
formule (δ Ct de la condition de stimulation (LPS avec ou sans un agoniste des PPARs) – δ Ct de
la condition contrôle).  La sur- ou sous- expression génique d’un gène peut alors être
déterminée par la formule suivante : 2 exp (-δδ Ct).
Nous allons décrire dans les paragraphes suivants les résultats obtenus au cours du mémoire
pour les différents gènes étudiés.
TNF-α et IL-1β
                                                                                                                                                  
                                                                                                                                                  
La figure III 4 représente l’expression génique de deux gènes - TNFα et IL-1β - selon les
conditions de stimulation suivantes : CTL, LPS, LPS + PGJ2 et LPS + RO.  On observe une
forte surexpression de l’IL-1β et du TNFα lors de la stimulation avec le LPS, respectivement
de 13,22 X pour le TNFα et de 19,77 X pour l’IL-1β par rapport au CTL.  Lors de la
costimulation du LPS en présence du PGJ2, on observe une nette diminution de la
surexpression provoquée par le LPS pour les deux gènes étudiés : de 0,87 X au lieu de 13,2 X
pour le TNFα et de 7,14 X au lieu de 19,7 X pour IL-1β par rapport au CTL.  Lors de la
costimulation du LPS en présence de la RO, on observe une diminution de l’expression du
TNFα de 6,25 X le CTL.  Par contre on n’observe pas d’effet pour IL-1β.
MnSOD2
Le graphe présenté en figure III 5 représente l’expression génique de la MnSOD2 en fonction
des conditions de stimulation : CTL, LPS, LPS + RO et LPS + PGJ2.  Comme attendu, nous
observons une forte surexpression du gène MnSOD2 après stimulation au LPS (66,5 X par
rapport au CTL).  Lorque nous pré-incubons avec la rosiglitazone, nous n’observons pas de
diminution de l’expression génique (66,0 X par rapport au CTL). Avec la PGJ2, nous
observons une faible tendance de l’agoniste à diminuer la surexpression de MnSOD2 LPS-
dépendante (46,6 X), mais de façon moins marquée que pour le TNF-α  et l’IL-1β .
L’expérience à été réalisée 2 fois.
Nous voyons donc que la RO est incapable de contrecarrer la surexpression de MnSOD2 due
au LPS.  Par contre, la PGJ2 permet une diminution de l’expression LPS-dépendante de la
MnSOD2.
COX2
Les résultats obtenus pour la COX 2 sont donnés à la figure la figure III 6, en fonction des
conditions de stimulation: CTL, LPS et LPS + RO.  La stimulation avec le LPS induit bien
une surexpression du gène de 11 X par rapport au CTL.  Par contre, dans le cas de la
costimulation du LPS avec la rosiglitazone, on observe une expression de 15,8 X le CTL.  La
rosiglitazone est donc incapable de diminuer l’expression de COX2 due au LPS.  Cette
expérience a été réalisée en double, avec les même résultats.
MCP-1
Les résultats présentés pour MCP-1 dans la figure III 7, montrent que lors de la stimulation au
LPS, il y a une forte surexpression de 20,3 X par rapport au CTL.  L’ajout de rosiglitazone
suite à une stimulation au LPS diminue le taux d’expression de MCP-1 jusqu’à 5,2 X par
rapport au CTL.
Cette expérience a été répétée avec les même résultats.  Il y a bien une diminution de
l’expression de MCP-1 de l’ordre de 4 X dans les deux tests réalisés en condition LPS + RO
par rapport au LPS seul.
IGFBP3
La figure III 8 représente l’expression génique du gène IGFBP3 en fonction des conditions de
stimulation : CTL, LPS et LPS + RO.  Une nouvelle fois, on observe une surexpression du
                                                                                                                                                  
                                                                                                                                                  
gène IGFBP3 de 11,8 X la valeur du CTL lors de la stimulation au LPS.  On observe, comme
dans le cas du MCP-1 (présenté à la figure III 6), une diminution de l’expression du gène
IGFBP3 lors d’une stimulation simultanée du LPS avec la rosiglitazone (5,1 X par rapport au
CTL).   Cependant, cette diminution de l’IGFBP3 LPS-dépendante dans la condition LPS +
RO (= - 2 X), est moins marquée par rapport à la diminution de 4 X observée pour le de
MCP-1.  Les résultats obtenus pour la diminution d’expression génique de IGFBP3 ont été
confirmés plusieurs fois.
IL-6
L’IL-6 répond de manière similaire que l’IGFBP3 et le MCP-1 lors de la condition LPS + RO
(résultats non montrés).  L’IL-6 voit sont expression LPS dépendante diminuer de 2,5 X.
CD36
Les effets du LPS sur l’expression génique du CD36 ne suivent pas la même tendance que
celle observée pour les autres gènes.  On oberve cette fois une diminution de l’expression
génique de CD36 de 0,26 X par rapport au CTL.  L’expression du gène CD36 revient à un
niveau d’expression similaire au CTL (1,2 X par rapport au CTL) lors de la stimulation au
LPS en présence de RO (figure III 9).  Ces résultats nous ont poussés à étudier l’effet de la
RO seule sur l’expression du gène encodant CD36.  En effet l’équipe de Welch (2003) a
rapporté que la RO à de faibles concentrations (~1 µM) était spécifique du PPARγ, alors qu’à
de plus fortes concentrations (~50 µM), la RO devient moins spécifique et est capable
d’activer  PPARβ/δ. Nous avons testé la RO seule à ces deux concentrations.  A la figure III
10, on observe bien que le gène encodant CD36 est plus fortement exprimé (3,35 X par
rapport au CTL) lorsque la RO est présente en faible concentration (1 µM), que lorsque la
concentration en RO augmente (50 µM) (2,42 X par rapport au CTL).  Nos résultats montrent
donc que la RO est capable de contrecarrer les effets du LPS, en ramenant l’expression du
CD36 au niveau du CTL.
THBD
Le gène encodant la THBD répond de manière similaire au gène encodant CD36 lors de la
stimulation au LPS.  Il est possible d’observer dans cette condition une diminution de
l’expression génique de 0,4 X par rapport au CTL.  Par contre lors des stimulations avec le
LPS en présence d’agoniste (GW ou RO) il n’est pas possible d’observer des modifications de
l’expression génique de THBD par rapport au LPS seul.
ICAM-1, Plau et uPAR
En ce qui concerne les gènes ICAM-1 et Plau, il est possible d’observer une augmentation de
leur expression lors de la stimulation au LPS respectivement de 5,8 X et de 1,2 X par rapport
au CTL.  Les conditions de stimulation avec le LPS et les agonistes de PPAR ne montrent
aucune variation de l’expression de ces deux gènes (5,4 X par rapport au CTL pour ICAM-1
et 0,9 X par rapport au CTL pour Plau) (résultats non montrés).  En ce qui concerne uPAR
                                                                                                                                                  
                                                                                                                                                  
nous n’avons observé aucune modification de l’expression génique dans les conditions testées
(CTL, LPS, LPS + RO et LPS + GW).
Les résultats des modulations d’expression génique des différents agonistes des PPARs sur la
réponse inflammatoire LPS-dépendante sont résumés sous forme de tableau (tableau III 4).
La figure III 11 récapitule pour chaque agoniste de PPAR, la liste des gènes dont l’expression
a été analysée.  Les gènes induits par le LPS, mais dont l’expression est régulée négativement
par les agonistes des PPARs, sont indiqués par une flèche descendante simple ou double,
selon l’importance de l’effet observé.  Les gènes encodant la THBD et le CD36 se
démarquent par rapport aux autres gènes puisque le LPS réduit leur expression de base.
2. Discussion
Comme décrit dans la littérature, le LPS est connu comme un déclencheur de la réponse
inflammatoire et ce en activant différentes voies de transduction du signal (décrites au point II
A - 2 de l’introduction).  De nombreux gènes sont surexprimés lors d’une stimulation avec du
LPS comme les cytokines pro-inflammatoires IL-1β, IL-6, TNFα,  les molécules d’adhérence
comme ICAM-1, la chémokine MCP-1, les enzymes inductibles telles que l’iNOS et la
Cycloxygénase (COX2).  Ces résultats ont été largement décrits dans la littérature par
différentes équipes dont celle de Lazarov (2000), de Beck-Schimmer (2002) , de Colotta
(1992) de Guha (2001) ainsi que de Breder et Saper (1996).  L’équipe de Agnese (2002) a
quant à elle étudié la surexpression de l’IGFBP3 chez les monocytes THP-1 stimulés au LPS
pendant 16h.  Ils rapportent un rôle pro-apoptotique du LPS après 16 h de stimulation, mais
dans notre contexte, les temps de stimulation plus courts ne nous permettent pas de confirmer
cette observation.  Cette molécule a en outre été décrite pour ses rôles pléiotropiques (pour
revue voir Firth et Baxter, 2002).
Dans les résultats obtenus par PCR en temps réel, nous observons que selon l’agoniste utilisé,
les effets des PPARs sur la modulation de l’expression LPS-dépendante de gènes d’intérêts,
sont très différents.  Tout d’abord le GW ne modifie aucunement l’expression induite par le
LPS, ce qui indique que le PPARβ /δ n’aurait pas de propriétés anti-inflammatoires
comparables aux isoformes α et γ dans notre modèle.  Passons maintenant en revue la PGJ2 et
la RO.
PGJ2
Les résultats obtenus pour l’IL-1β, le TNFα , MnSOD2 ainsi que pour Plau et THBD
(résultats non montrés) montrent une diminution de l’expression de ces gènes lors d’une
stimulation en présence de LPS et de PGJ2, particulièrement spectaculaire pour le TNF-α et
l’IGFBP3.  Signalons que l’expression du gène encodant la THBD diminue en présence de
LPS et que la présence de PGJ2 accentue encore plus cet effet.
Il a été rapporté dans la littérature par Miwa (2004) que la PGJ2 avait effectivement un effet
anti-inflammatoire (Wima et al., 2004).  L’équipe de Weber (2004) a aussi rapporté dans la
littérature que le PPARγ n’est pas toujours requis pour l’action inhibitrice de PGJ2 sur
l’expression de cytokines dans les cellules pancréatiques-β .  En outre, des résultats
semblables ont été obtenus lors du travail de thèse de Sofia Dos Santos sur les monocytes
THP-1 stimulés avec du LPS et de la PGJ2, or il y a peu ou pas de PPARγ exprimé chez les
monocytes. Les effets de la PGJ2 ne seront donc pas étudiés avec l’approche des damiers à
                                                                                                                                                  
                                                                                                                                                  
ADN ( qui sera détaillé au chapitre III) car il n’est pas certain qu’il s’agisse d’une réponse
spécifique à l’activation du facteur de transcription PPARγ.
Rosiglitazone
Comme le mentionne nos résultats, quatre gènes voient leur expression génique diminuée lors
de la costimulation du LPS avec la RO par rapport à une stimulation au LPS seul.  Il s’agit de
l’IGFBP3, du MCP-1, du TNFα et de l’IL-6.  Nous confirmons donc bien les propriétés anti-
inflammatoires de la RO dans notre modèle cellulaire.
La Rosiglitazone, molécule de la famille des TZD (Thiazolidinédione) est un agoniste
synthétique de PPARγ.  Elle est principalement utilisée pour son action dans la sensibilisation
à l’insuline et dans la réduction de la glycémie, la lipidémie et l’insulinémie dans le traitement
du diabète de type 2 (Dubois et al., 2002).
Dans la littérature, différents effets anti-inflammatoires ont été attribués à la rosiglitazone.
L’activation des PPARγ avec la rosiglitazone a un effet inhibiteur sur l’activation des
macrophages et sur la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-1 et TNFα), sur
l’expression de molécules d’adhérence telles que la P-sélectine et ICAM-1, sur l’expression
de la COX2.  Elle joue aussi un rôle dans la réduction de l’infiltration des cellules
monocytaires lors de l’inflammation (Cuzzocrea et al., 2004).  L’équipe de Welch (2003) a
mis en évidence que 2 autres gènes (iNOS et COX2) répondent de manière similaire aux
quatre gènes cités ci-dessus lors d’un traitement à la RO (10 µM) suite à une stimulation au
LPS (0,1 µg/ ml).  Nous ne voyons pas cet effet pour la COX2, qui est bien induite en
présence de LPS, mais sans effet de la RO (figure III 5).  Pour expliquer cette différence de
réponse au niveau de l’expression de la COX2, il faut signaler que nous ne travaillons pas
avec le même type cellulaire que l’équipe de Welch ce qui peut engendrer des différences de
réponse à des stimulations similaires.  En effet, Welch et ses collaborateurs travaillent sur des
macrophages murins issus du péritoine, alors que nous travaillons avec une lignée de
monocytes humains différenciés en culture en macrophages.
Dans le cas du CD36, nous avons observé une diminution de l’expression génique lors de la
stimulation au LPS.  L’effet de la RO sur une expression de CD36 LPS-dépendante, est de
rétablir une expression proche du CTL (0,7 X par rapport au CTL).  Un contrôle positif a donc
été réalisé dans le but de confirmer l’effet de PPARγ sur l’expression de CD36. Différentes
stimulations à deux concentrations de RO nous ont permis d’observer une surexpression de
CD36 aux faibles concentrations (1 µM) qui diminue avec l’augmentation de la concentration
en RO (50 µM).
L’équipe de Welch a en effet récemment rapporté que les fortes concentrations en
rosiglitazone ont pour effet d’inhiber l’induction de l’iNOS et de la COX2 dans des
macrophages PPARγ-/- stimulés au LPS (Welch et al., 2003).  Ils justifient cette observation
par le fait que la RO, un agoniste spécifique du PPARγ à faible concentration, devient
aspécifique à plus forte concentration.  Ils ont en outre mis en évidence que dans ce dernier
cas, l’activité de RO passerait par la liaison à PPARδ/β.
                                                                                                                                                  
                                                                                                                                                  
II. Effet de la rosiglitazone sur l’activation du facteur de
transcription AP-1 par le LPS - Etude par test
colorimétrique de binding
II A. Résultats
AP-1 est un facteur de transcription qui régule la transcripiton d’un grand nombre de gènes
pouvant intervenir dans l’athérosclérose et les processus inflammatoires, dont MCP-1. Il est
constitué de 2 sous-unités appartenant à deux familles : les famille Fos et Jun :
L’hétérodimère le mieux décrit est le dimère cFos-cJun.  Suite aux résultats obtenus par PCR
en temps réel pour le MCP-1, un test colorimétrique a été réalisé dans le but de mettre en
évidence une corrélation du profil d’activation de AP-1 avec les résultats de PCR en temps
réel.  La liaison d’AP-1 à l’ADN est mesurée par un test colorimétrique développé dans le
laboratoire (Renard et al., 2001) et décrit au point V et à la figure III 2 du Matériel et
Méthode.
En pratique, les monocytes THP-1 différenciés en macrophages sont incubés avec le LPS
durant 45 minutes, avec en plus pour les cellules stimulées avec l’agoniste, une pré-incubation
de 30 minutes avec la rosiglitazone (2 µM).
Les résultats obtenus sont présentés à la figure III 12.  Le LPS (à 2 µg/ ml) active bien la
liaison du facteur de transcription AP-1 à sa séquence ADN consensus (voir figure I 8 de
l’Introduction).  Cette activité est augmentée de 3,2 X par rapport au CTL.   Lorsque les
cellules sont pré-incubées avec la rosiglitazone, nous observons une nette diminution de
l’activation de liaison de AP-1 LPS-dépendante, la valeur d’absorbance retombant presqu’au
niveau du CTL.
II B. Discussion
Au vu des résultats obtenus, on peut donc dire que la voie de PPARγ activée par la
rosiglitazone interfère effectivement négativement sur l’activation par le LPS du facteur de
transcription AP-1.  Il a été récemment montré par plusieurs équipes dont celle de Chinetti
(2001), que les ligands de PPARγ interféraient de manière négative avec le facteur de
transcription AP-1.  Leurs résultats ont été obtenus par stimulation de cellules endothéliales
avec un ligand synthétique de PPARγ  proche de la rosiglitazone, la glitazone.  Il serait
intéressant de vérifier les effets de la rosiglitazone sur l’activation du facteur NF-κB après
stimulation au LPS ;  en effet, plusieurs des gènes induits par le LPS sont également régulés
par ce facteur de transcription et PPARγ activé par un agoniste interagirait également de
manière négative avec NF-κB (Wang et al., 2002).
                                                                                                                                                  
                                                                                                                                                  
III. Etude des effets de la rosiglitazone sur l’expression
génique induite par le LPS – Etude par damier à ADN en
modèle murin
Dans cette troisième partie du travail, nous avons voulu exploiter un damier à basse densité
developpé en collaboration avec le Dr. Thierry Arnould dans le cadre d’un projet PAI.  Etant
donné qu’il s’agit d’un modèle murin, nous sommes passés des THP-1 différenciées en
macrophages avec le PMA, à une lignée de macrophages murins, les cellules J774.1
(gracieusement fournis par le laboratoire du Prof. H. Bulte, UIA).
III A. Présentation du damier à ADN utilisé : l’ Adipo-Athéro-
chip
Le damier a été développé dans le cadre de l’étude du métabolisme des lipides et de
l’adipogenèse dans un modèle murin.  L’Adipo-Athéro-chip comporte 89 sondes de capture
dont 6 sondes de capture pour des gènes de référence (House Keeping Gene) (voir Matériel et
Méthode à la figure II 7 et Annexe pour la liste complète des gènes).  Ces sondes de capture
sont ciblées sur de gènes encodant :
- des hormones/ cytokines/ facteurs de croissance
- des récepteurs membranaires
- des protéines impliquées dans la transduction du signal
- des protéines impliquées dans le métabolisme lipidique et glucidique
- des protéines structurelles
- des protéines de transport
- des protéines impliquées dans le cycle cellulaire
- des facteurs de transcription
- des protéines dites de référence (House Keeping gene)
Initialement, le damier a été conçu pour suivre l’adipogenèse dans un modèle de cellules 3T3-
L1 et pour comparer les profils d’expression génique dans du tissu adipeux de divers modèles
de souris double-Knock-out (DKO) relevants dans le contexte de l’athérosclérose.
Le damier est aussi un outil intéressant pour l’étude des effets des PPARs sur des
macrophages stimulés au LPS .  Il cible des gènes intervenant dans la réponse inflammatoire
et le métabolisme lipidique ainsi que des gènes encodant les PPARs, ce qui nous intéresse
particulièrement.
Dans le cadre de notre étude, plusieurs gènes ciblés par le damier ont attiré notre attention
(repris dans le tableau III 5).  Welch et son équipe (2003) ont déja rapporté que certains gènes
surexprimés avec le LPS ou l’IFNγ étaient réprimés par la présence de rosiglitazone.  Ils
mentionnent entre autres le gène CPT1 a (Carnitine Palmitoyl-Transferase).  Cet isoforme ne
se retrouve pas sur le damier, mais on y trouve les formes CPT1 m (muscle) et CPT 1 l (foie).
Nous retrouvons également les gènes encodant IL-6 et l’iNOS.  Signalons également des
gènes impliqués dans l’athérosclérose (PAI1 par exemple) ainsi que dans l’inflammation
                                                                                                                                                  
                                                                                                                                                  













Tableau III 5 : Tableau reprenant les gènes a priori intéressants au vu de notre étude sur les
effets potentiellement anti-inflammatoires des PPARs.  Ces gènes jouent soit un rôle dans
l’athérosclérose ou dans l’inflammation (PAI1, TNFα, iNOS, IL6, CPT1 m, CPT1 l).  D’autres codent
pour les PPAR et les RXR (PPARα PPARγ, RXRα, RXRγ).
III B. Extraction des ARN totaux
Comme décrit préalablement dans le chapitre Matériel et Méthodes au point IV, les
macrophages murins sont d’abord stimulés avec le LPS, en présence ou non des agonistes des
PPARs (la RO, le GW et la PGJ2) durant 6 heures.  On extrait ensuite l’ARN total.
Lors des extractions d’ARN total réalisées avec le kit d’extraction d’ARN total RiboPure
(Ambion) au cours de ce mémoire, un problème au niveau des rendements a été observé.  Une
trop faible quantité d’ARN total extrait avec ce kit, nous a incité à changer de kit d’extraction.
D’autres équipes du laboratoire travaillant avec le kit RNAgents et n’ayant jamais eu de
problème de rendement, nous avons opté pour ce dernier.  En outre, une comparaison de
l’intégrité de l’ARN total a été réalisée suite à différentes extractions avec chacun des deux
kits.  Les profils obtenus avec le Bioanalyzer (voir Matériel et Méthodes au point VII) pour
quatre échantillons extraits sont montrés à la figure III 13.  On observe bien une amélioration
des profils d’ARN total lorsqu’on passe du kit RiboPure au kit RNAgents.  En effet le pic
correspondant à l’ARNr 28 S doit avoir une aire deux fois supérieure à celle du pic 18 S.  Les
ratios 260 nm / 280 nm obtenus avec le kit RNAgents sont par contre plus faibles que ceux
obtenus avec le kit d’extraction RiboPure.  Néanmoins, ils restent plus constants entre les
différentes extractions réalisées.
Le tableau (III 6) ci-après compare à différents niveaux les 2 kits utilisés (RiboPure et
RNAgents).  On y retrouve les quantités d’ARN total extrait, les valeurs des ratios 260 nm/
280 nnm et les valeurs des ratios 28S/ 18S pour les échantillons extraits.  Il faut souligner que
la qualité de l’ARN est particulièrement importante pour les expériences d’hybridations sur
damiers à ADN.
                                                                                                                                                  
                                                                                                                                                  
























(138 µg) 1,8 1,5 1,4 2,0
Tableau III 6 : Tableau reprenant la quantité d’ARN total extrait à partir de 5.106 cellules, les valeurs
des ratios 260 nm/ 280 nm et les valeurs de ratio 28S/ 18S pour l’analyse de l’intégrité de l’ARN, en
fonction des 2 kits d’extraction d’ARN total (RiboPure et RNAgents).  Les valeurs des ratios 28S/
18S et 260/280 obtenus doivent être proches de 2. (V.E.= volume d’élution)
Les quantités d’ARN tot extraites avec le kit d’extraction RNAgents sont environ deux fois
supérieures à celles obtenues avec le kit d’extraction RiboPure et surtout restent très
semblables d’une extraction à l’autre.  Malgré que les ratios 260 nm/ 280 nm soient plus
élevés pour les extractions réalisées avec le kit RiboPure, une plus grande confiance sera
accordée au kit RNAgents, car l’analyse par Bioanalyzer révèle une meilleure intégrité de
l’ARN total : les ratio 28S/ 18S sont plus proches de 2, ce qui est la preuve d’un ARN de
bonne qualité.  D’autre part, les hybridations réalisées suite à l’utilisation des deux kits
d’extraction montrent clairement de plus beaux damiers lors d’une extraction avec le kit
RNAgents (résultats non montrés).  Ceux-ci possèdent une intensité de fluorescence plus
homogène entre eux que les damiers hybridés avec de l’ARN extrait avec le kit RiboPure.
En outre, les ratios 28S/ 18S obtenus pour la condition LPS + RO par l’analyse de l’ARN
avec le Bioanalyzer (figure III 13) témoignent d’une dégradation de l’ARN lors des
extractions réalisées avec le kit RiboPure.  En effet, l’aire sous la courbe 28 S n’est pas deux
fois plus importante que l’aire sous la courbe 18S. Etonnamment, on n’observe pas
d’élévation de la ligne de base entre les pics 28 S et 18 S, conséquence de la dégradation de
l’ARN en fragments d’ARN de plus petite taille.  L’absence de ces petits fragments d’ARN
peut être expliquée par leur éventuelle élution lors de l’utilisation de la spin-colonne du kit
RiboPure.  Afin de contourner ces problèmes, nous avons changé de kit d’extraction d’ARN.
Le kit RNAgents est désormais utilisé pour extraire l’ARN en vue de toute hybridation sur
damier.
III C. Hybridation et révélation sur damiers à ADN
La technique d’hybridation sur le damier est décrite au point X 2 du Matériel et Méthodes.
Pour rappel, l’ARN est rétrotranscrit en ADNc marqué, qui est hybridé sur le damier.
La révélation des damiers à ADN se fait par fluorescence grâce à un anticorps couplé à la
cyanine3 émettant de la fluorescence à une longueur d’onde de 555 nm, après excitation à une
                                                                                                                                                  
                                                                                                                                                  
longueur d’onde bien précise de 515 nm.  Le mode opératoire de la révélation est décrit dans
le Matériel et Méthodes, au point  X 3 et la quantification des damiers est décrite au point X 4
du Matériel et Méthodes.  Les damiers sont scannés à 3 gains : 60, 80 et 100 (figure III 14).
Ces gains correspondent au pourcentage de fluorescence, émise par le fluorochrome,
effectivement repris par le photodétecteur.  Les trois gains permettent d’obtenir des images
sur lesquelles chaque spot se retrouve au moins une fois insaturé.  Seules les valeurs de
quantification de spots non saturés seront prisent en considération pour l’analyse du damier.
Dans l’exemple repris à la figure III 14, le spot du gène Scd2 est saturé aux gains 100 et 80.
Nous constatons donc l’importance dans ce cas de réaliser un scan au gain 60. Sur ce damier,
il est aussi possible d’observer les trois réplicats des gènes spottés sur le damier ainsi que les
différents contrôles d’hybridation positifs et négatifs.
III D. Résultats obtenus avec le damier à ADN
Sur l’ensemble des damiers réalisés, on n’observe aucune tache de fluorescence ni de bulles
qui pourraient gêner l’analyse ultérieure des damiers.  Les contrôles positifs d’hybridation
sont bien tous allumés et les contrôles négatifs d’hybridation éteints.  L’intensité de
fluorescence globale semble être la même dans tous les damiers (figure III 15), le bruit de
fond est faible et les spots bien définis.
L’analyse des damiers est réalisée avec le programme Statistical Software. Le fonctionnement
de ce programme passe par plusieurs étapes :
1- le programme retire d’abord le bruit de fond (les spots retenus pour l’analyse sont
ceux dont l’intensité est 2,5 fois au-dessus du bruit de fond)
2- il réalise ensuite une moyenne des 3 spots et établit un coefficient de variabilité (C.V.),
qui permet de définir les valeurs des spots à exclure lors de l’analyse ( par exemple
lorsqu’une des trois zones du damier est inexploitable, il supprime la valeur de cette
zone)
3- il effectue une normalisation par les standards internes, ce qui efface la variabilité due
à la transcription inverse
4- il effectue une normalisation par rapport aux gènes de référence, ce qui efface la
variabilité due à la quantité d’ARN introduite lors de la RT
5- il compile les résultats sous forme de tableaux Excel
Il ne nous reste ensuite plus qu’à réaliser une représentation graphique grâce au
programme Excel des résultats obtenus sous forme de tableaux.  Les résultats obtenus sont
représentés sous forme graphique dans la figure III 16.
                                                                                                                                                  








































































Figure III 16 : Représentation graphique des résultats obtenus par hybridation sur l’Adipo-
Athéro-chip dans trois conditions de stimulation : LPS, LPS + RO, LPS + GW.
La figure III 16 ci-dessus comporte un groupe de gènes définis par un tri sélectif réalisé selon
les critères suivants :
- seules les valeurs qualitatives et quantitatives pour les ratios ont été prises en
considération (les ratios qualitatifs indiquent uniquement s’il y a une sur- ou sous-
expression par rapport à la condition CTL pour laquelle l’intensité du spot est souvent
trop faible (< 2,5 X le bruit de fond) ; les ratios quantitatifs sont des valeurs précises
de mesure de la sur- ou sous –expression d’un gène).
- les gènes doivent avoir une variation de leur expression au minimum de – 2 ou + 2
dans la condition LPS pour être pris en compte.
- les gènes présentant des variations trop différentes entre les deux damiers ne sont pas
pris en compte pour l’analyse des résultats.
Nous pouvons donc observer une légère augmentation de l’expression de gènes pro-
inflammatoires lors de la présence de LPS (par exemple pour TNFα  on observe une
surexpression de 2,8 X par rapport au CTL). Les graphes présentés dans les figures III 16 et
17, sont représentatifs des deux hybridations, une moyenne est réalisée pour les valeurs
obtenues avec chaque condition, et cette moyenne est prise en compte pour la réalisation des
graphes présentés.
De manière générale, la condition LPS + RO n’induit pas de diminution de l’expression
relative des gènes présents sur le damier.  La figure III 17 représente l’expression relative du
gène iNOS en fonction des conditions de stimulation  LPS, LPS+RO et LPS +GW.  Le LPS
induit bien une surexpression du gène de l’iNOS (6,42 X par rapport au CTL).  Mais les effets
attendus des agonistes des PPAR ne sont que très faibles : l’expression de iNOS ne diminue
que de peu (1,15 X) suite à une costimulation du LPS avec la RO.  Par ailleurs, une
surexpression par rapport à la condition de stimulation LPS est observée pour la costimulation
du LPS avec le GW (1,13 X).  Ces variations restent néanmoins non significatives.
                                                                                                                                                  
                                                                                                                                                  
Les deux hybridations réalisées sur l’Adipo-Athéro-chip ont toutes deux été réalisées de
manière indépendante (cultures cellulaires différentes, extractions et transcriptions inverses
différentes, hybridations réalisées à deux jours différents).  Les résultats des deux
hybridations se tiennent relativement bien, ce qui nous permet de valider la technique
d’hybridation sur notre modèle cellulaire (J774.1).  Malheureusement, les profils obtenus ne
sont pas fort différents entre les conditions LPS et en présence d’agonistes des PPARs.  Il
serait donc nécessaire de recommencer au moins une fois l’hybridation sur le damier pour
confirmer les résultats.
Malheureusement, les résultats obtenus pour le gène encodant l’IL-6 ne sont pas cohérents
entre les deux hybridations.  Ce gène n’a donc pas été pris en compte lors de la réalisation du
graphe général (figure III 16).  Néanmoins, nous constatons que l’effet du LPS reste
marquant.   Lors de la première hybridation, nous avons obtenu une surexpression qualitative
du gène encodant IL-6 (39 X).  Dans la seconde hybridation, la surexpression était
quantitative (3,2 X).  Ceci est dû à la très faible quantité d’ARNm IL-6 dans les échantillons
CTL.  Malgré des inductions plus marquées par le LPS pour ce gène, nous n’observons pas
d’effet de modulation des agonistes des PPARs.
III E. Discussion des résultats obtenus avec le damier à ADN
En tout premier lieu, signalons que des hybridations supplémentaires restent indispensables.
Celles-ci nous permettraient de calculer des écart-types sur les valeurs d’expression de chaque
gène et donc d’obtenir une confirmation statistiquement plus valable des résultats déja
obtenus pour la surexpression de TNFα et de iNOS dans la condition LPS.
Les résultats obtenus dans ce travail avec le damier sur les macrophages murins stimulés avec
le LPS nous ont surpris.  Tout d’abord le LPS induit bien l’expression de cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-α et l’IL-6.  Pour le TNF-α, nous n’observons qu’une
induction de 2,8 X par rapport au CTL, ce qui est beaucoup moins que ce que nous avons
obtenu par PCR en temps réel avec les macrophages THP-1 (19,77 X).  Pour l’IL-6,
l’induction semble plus marquée, mais comme l’expression basale est très faible, il s’agit de
résultats qualitatifs du moins pour une des deux hybridations.  L’expression de iNOS par
contre augmente de manière beaucoup plus nette, puisque nous observons une induction de
6,42 X.  Globalement, nos résultats sont en concordance avec les observations obtenues par
damier à ADN par l’équipe de Gao et Tsan (2004).  Ils ont observé que le LPS induit la
surexpression de cytokines pro-inflammatoires comme TNF-α, IL-1β et IL-6.
L’équipe de Lazarov (2000) a également décrit que le LPS induit chez les monocytes, les
macrophages et les neutrophiles la production d’un nombre de cytokines pro-inflammatoires
(TNFα, IL-1β, IL-6) et de molécules d’adhérence (VCAM-1, ICAM-1, P-sélectine et E-
sélectine).  Gao et Tsan (2004) ont observé par l’utilisation d’un damier à ADN la
surexpression de nombreuses cytokines pro-inflammatoires lors de la stimulation de
macrophages au LPS (entre autres IL-1β et TNFα).
On peut quand même se demander, si dans ce modèle de macrophages murins, les conditions
de stimulation au LPS étaient optimales (concentration en LPS, temps de stimulation) ou s’il
s’agit d’une lignée peu sensible.  Il existe d’autres lignées de macrophages murins, tels que les
cellules RAW 246.7 disponibles à l’ATCC et qui sont plus couramment utilisées dans la
                                                                                                                                                  
                                                                                                                                                  
littérature.  Signalons que c’est dans cette lignée que McIntyre et al. (2003) ont montré que
l’acide lysophosphatidique (LPA) était un ligand naturel à haute affinité pour le PPARγ.
Si l’on considère les résultats obtenus avec les ligands des PPARs, soit la rosiglitazone ou le
GW501516, ils sont décevants puisque nous ne voyons pour ainsi dire pas d’effet sur
l’expression induite par le LPS, contrairement à ce que nous avons observé pour la
rosiglitazone sur les macrophages THP-1.  Le GW, un agoniste du PPARβ/δ est actuellement
de plus en plus décrit dans la littérature comme une molécule ayant des effets anti-
inflammatoires.  L’équipe de Welch (2003) a en effet récemment mis en évidence l’inhibition
de l’expression génique de COX2 et de iNOS lors d’une stimulation avec le LPS et le GW.
Par contre, les observations réalisées par l’équipe de Lee (2003), proposent que les ligands de
PPARβ/δ peuvent avoir des effets positifs sur l’inflammation.  Une étude menée sur des
cellules spumeuse PPARβ/δ -/- a montré une augmentation de la disponibilité en molécules
anti-inflammatoires ainsi qu’une diminution de moitié des lésions athérosclérotiques.  Ce qui
leur permet d’attribuer un rôle  plutôt pro-inflammatoire pour les PPARβ/δ. On constate donc
que le rôle de PPARβ/δ dans l’inflammation reste controversé.
L’une des raisons de cette absence d’effet est peut-être que les inductions par le LPS n’étaient
pas très marquées.  Comme déjà  signalé, il faudrait sans doute répéter ces expériences sur
une autre lignée  de macrophages murins et après avoir validé les conditions de stimulation au
LPS.
Par ailleurs, un parallélisme récent (Lehrke et Lazar 2004) fait entre les cellules spumeuses et
les adipocytes nous pousse à penser qu’il serait intéressant d’étudier les profils d’expression
génique obtenus par damier à ADN pour les adipocytes (Mémoire A. Depauw, 2004) et de les
comparer aux profils obtenus pour des macrophages stimulés avec des LDL-oxydées.  En
effet, les macrophages murins J774.1 mis en présence de ox-LDL se différencient en cellules
spumeuses, ce qui a été observé après une coloration Oil red-O de ces cellules lors du travail
de thèse de Sofia Dos Santos.  Une perspective de travail serait de réaliser une étude
comparative de l’expression génique entre les adipocytes et les cellules spumeuses formées à
partir des macrophages murins J 774.1.
                                                                                                                                                  
Conclusions et
Perspectives
                                                                                                                                                  
Ce travail de mémoire a été réalisé afin de mettre en évidence les effets potentiellement anti-
inflammatoires des PPARs. Nous avons utilisé comme modèle expérimental des macrophages
– humains et murins – connus pour être impliqués dans les réactions inflammatoires et dans le
développement des lésions athérosclérotiques. Pratiquement, nous avons exploré les réponses
de ces cellules stimulées avec du LPS, composant de la paroi des bactéries Gram négatives, en
présence ou non d’agonistes des PPARs (rosiglitazone, GW501516 et 15d-PGJ2), et ce par
l’analyse des taux d’expression de gènes au niveau des ARNm. Deux approches ont été
utilisées pour suivre l’expression génique, la PCR en temps réel (macrophages humains), et
un damier à ADN développé au laboratoire (macrophages murins).
Dans un premier temps, nous avons établi un profil d’expression génique pour des
macrophages humains (THP-1) stimulés au LPS pour nous assurer que le modèle utilisé était
exploitable. Nous avons pu mettre en évidence la surexpression d’un certain nombre de gènes
(définis a priori sur base de la validation du damier DualChip Human General), dont des
cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-1ß, le TNF-a ou encore l’IL-6, des enzymes
intervenant dans les processus inflammatoires comme la COX-2, l’enzyme anti-oxydante
MnSOD2, ainsi que d’autres gènes déjà décrits dans la littérature comme étant surexprimés en
présence de LPS (IGFBP-3 et MCP-1), et enfin la THBD, régulateur négatif de la thrombine.
Nous avons ensuite décidé d’évaluer les effets de divers agonistes des PPARs sur le profil
d’expression génique induit par le LPS. Nous nous attendions à observer un effet protecteur,
et donc une diminution des niveaux d’expression génique pour les différents gènes régulés par
le LPS. Signalons qu’à cet égard, trois agonistes différents de PPAR ont été sélectionnés :
• La rosiglitazone, un ligand bien connu à haute affinité pour PPARg
• La 15d-PGJ(2), autre ligand de PPARg, dont les effets anti-inflammatoires sont décrits
dans la littérature, mais qui pourrait agir via des voies PPARg - indépendantes
• Et le GW501516, ligand spécifique pour l’isoforme PPAR b/d
Nos résultats confirment que la rosiglitazone et la 15d-PGJ(2) inhibent bien l’expression de
plusieurs gènes induite par le LPS. Il s’agit des gènes encodant le MCP-1, l’IGFBP-3, l’IL-6
et le TNF-a pour la rosiglitazone. Ni la COX-2, ni l’IL-1b, ni la SOD-2 ne présentent de
changement par rapport à la condition LPS seul. Pour la 15d-PGJ(2), nous observons une
inhibition pour le TNF-a, l’IL-1b et l’IGFBP-3.
Nous n’observons pas d’effet avec le GW501516, ce qui est en contradiction avec les données
de la littérature, comme déjà discuté au point III.E du chapitre Résultats et Discussion. Les
différences entre rosiglitazone et 15d-PGJ(2) s’expliquent par la spécificité beaucoup plus
grande de la rosiglitazone. Dans notre modèle, la rosiglitazone régule négativement quatre
gènes induits par le LPS.  Etonnamment, aucun des autres gènes – typiquement sous
l’influence du facteur de transcription NF-kB – n’a répondu à la présence de rosiglitazone.
Nous savions que le gène encodant MCP-1 contient dans sa région régulatrice des sites de
réponse au facteur de transcription AP-1, ce qui nous a conduit à vérifier et confirmer nos
résultats par un dosage colorimétrique de l’activité de liaison à l’ADN de ce facteur de
transcription. Effectivement, la même tendance est observée, la rosiglitazone contrecarre
l’activation de AP-1 due à la stimulation au LPS. A ce niveau, il nous semble évident que le
dosage colorimétrique devra également être réalisé sur le facteur de transcription NF-kB, ce
qui n’a pas pu être fait lors du mémoire par manque de temps. En plus de ces deux facteurs de
transcription, il serait également très intéressant de réaliser une série de Western Blots sur les
formes phosphorylées des différentes kinases de la voie des MAPK activées par le LPS, et ce
dans les conditions de stimulation au LPS en présence ou non des agonistes des PPARs.
                                                                                                                                                  
Dans un second temps, nous avons décidé d’utiliser la technique des damiers à ADN,
exploitant l’Adipo-Athéro-chip développé au laboratoire. En effet, ce damier comporte 89
sondes de capture qui représentent des gènes impliqués dans le métabolisme lipidique, la
réponse inflammatoire et la différenciation adipocytaire. D’après la littérature, les PPARs
régulent négativement l’expression de plusieurs gènes présents sur le damier. La présence de
sondes de capture pour les différents isoformes de PPAR ainsi que pour les RXR, peut
également apporter de précieuses informations quant aux régulations inter-voies de
transduction du signal. Le modèle cellulaire utilisé a été celui de la lignée de macrophages
murins, les J774.1. Deux hybridations indépendantes ont été réalisées, mais les résultats
obtenus ne nous permettent pas de tirer de conclusion définitive. En premier lieu, des
hybridations supplémentaires sont requises afin de définir statistiquement si les variations des
niveaux d’expression génique observées pour certains gènes (iNOS par exemple) sont
statistiquement relevantes. Deuxièmement, nous n’avons pas pu mettre en évidence d’effet de
la rosiglitazone. Mais comme déjà discuté au point III.E du chapitre des Résultats et
Discussion, on ne peut exclure que les conditions de stimulation avec le LPS n’étaient pas
optimales. Il faudrait probablement aussi refaire l’expérience sur un autre modèle de
macrophages murins, mieux caractérisés, les cellules RAW264.7.
Enfin dans la littérature, on retrouve une convergence des fonctions du macrophage avec
celles des adipocytes, et ce dans des contextes liés à l’obésité, à l’athérosclérose et au
syndrome métabolique (Lehrke et Lazar, 2004). En effet, ces deux types cellulaires sont
impliqués dans le stockage lipidique et la sécrétion de cytokines dans des contextes
pathologiques. Des macrophages ont également été retrouvés au sein du tissu adipeux de
personnes obèses. Cette ressemblance troublante s’explique en partie par le fait que PPARg
est un régulateur clé de l’adipogenèse, mais également de la maturation des macrophages.
Une perspective majeure de ce travail serait donc, au moyen de l’Adipo-Athéro-chip, de
réaliser des hybridations comparatives entre adipocytes à différents stades de maturation, avec
des macrophages en présence ou non de oxLDL. Ensuite, l’effet des PPARs pourrait être
évalué sur l’expression des gènes impliqués tant dans le métabolisme lipidique que dans la
réponse inflammatoire de ces deux types cellulaires.
Nous avons dans ce travail mis en évidence un rôle potentiellement anti-inflammatoire de
PPARg dans la réponse au LPS. La rosiglitazone est en effet capable de contrecarrer la
surexpression, au niveau des ARNm, de gènes tels que MCP-1 ou IGFBP-3 impliqués
respectivement dans le recrutement des leucocytes et dans les processus de prolifération et de
survie cellulaire. D’autres résultats, ayant trait aux résultats sur damier à ADN, corroboreront
peut-être cette tendance après une analyse statistique plus poussée. Il faudra maintenant
expliquer à l’échelle moléculaire les mécanismes d’action de la rosiglitazone et vérifier s’ils
passent par l’inhibition d’AP-1 et/ou de NF-kB, ou encore d’autres facteurs de transcription.
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